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V procesu presaditve krvotvornih matičnih celic (KMC) iz venske krvi običajno določamo 
količino KMC pred zbiranjem celic (aferezo) v venski krvi in po zbiranju v koncentratu. 
Določamo jih s pretočnim citometrom po priporočilih International Society of 
Hematotherapy and Graft Engineering, v raziskovalne namene pa tudi z nekaterimi 
hematološkimi analizatorji, ki so opremljeni s kanalom za določanje nezrelih celic. Z 
nalogo smo želeli opredeliti, kako dobro se metodi ujemata in v katerih primerih bi analize 
na pretočnem citometru lahko zamenjali ali dopolnili z analizami na hematološkem 
analizatorju. Predlagati smo želeli spremembe odločitvenih poti za pravilnejše in hitrejše 
sprejemanje kliničnih odločitev. V eksperimentalnem delu smo z obema metodama – s 
pretočnim citometrom in s hematološkim analizatorjem – analizirali vzorce venske krvi 
pred aferezo, vzorce svežih koncentratov in vzorce zamrznjenih koncentratov. Zbrane 
rezultate smo statistično analizirali s programom MedCalc. Ločeno smo obravnavali vse tri 
skupine analiziranih vzorcev in vzorce venske krvi z zelo nizkimi koncentracijami 
levkocitov (≤ 3 × 10
9
/L), pri katerih po sedaj uveljavljenih odločitvenih kriterijih ne 
določamo koncentracije KMC. Korelacijo med metodama smo ovrednotili s pomočjo 
Spearmanovega koeficienta tako za deleže kot za koncentracije KMC. Korelacija je zelo 
dobra pri vseh vzorcih skupaj (N = 179) ter posebej pri vzorcih venske krvi (N = 103) in 
svežih koncentratov (N = 56), slaba pa pri vzorcih venske krvi z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov (N = 12) in vzorcih zamrznjenih koncentratov (N = 20). Tudi 
Bland-Altmanova analiza je potrdila zelo dobro ujemanje med metodama pri vzorcih 
venske krvi in svežih koncentratov ter slabo ujemanje pri vzorcih venske krvi z zelo 
nizkimi koncentracijami levkocitov in zamrznjenih koncentratov. Analize s pretočnim 
citometrom bi pri vzorcih venske krvi v večini primerov lahko nadomestili z analizami na 
hematološkem analizatorju in na osnovi rezultatov sprejemali ustrezne klinične odločitve o 
začetku afereze. Pri vzorcih venske krvi z zelo nizkimi koncentracijami levkocitov bi lahko 
uvedli analize s hematološkim analizatorjem in v primeru določitve visokih vrednosti 
KMC rezultate potrdili s pretočnim citometrom. Vzorce svežih koncentratov kljub zelo 
dobremu ujemanju med metodama vedno analiziramo s pretočnim citometrom, saj količina 





During the process of transplantation of hematopoietic stem cells (HSCs) from venous 
blood cell count is usually performed before stem cell collection (apheresis) in venous 
blood and after apheresis procedure in apheresis products. Enumeration of HSCs is 
performed by flow cytometry according to the protocol suggested by International Society 
of Hematotherapy and Graft Engineering. For research purposes, hematology analyzers 
upgraded with a channel for the determination of immature cells can also be used. The 
purpose of this dissertation was to determine the agreement between the two methods of 
measurement and to determine in which cases analyses performed by flow cytometry could 
be replaced by analyses on hematology analyzer. We wanted to suggest changes in 
decision-making scheme that could help make clinical decisions more accurate and faster. 
In the experimental part, venous blood samples, fresh and frozen apheresis products' 
samples were analysed by both methods using flow cytometer and hematology analyzer. 
Statistical analyses of the results were performed by MedCalc statistical software. All three 
groups of the analysed samples were treated separately, as well as venous blood samples 
with very low leucocyte concentration (≤ 3 × 10
9
/L) in which HSC concentration is not 
determined according to the established decision criteria. Correlation between the two 
methods was assessed using Spearman's correlation coefficient both for percentages and 
concentrations of HSCs. We observed a very strong correlation in the group of all analysed 
samples (N = 179), in venous blood samples (N = 103) and in fresh apheresis products' 
samples (N = 56), and a weak correlation in venous blood samples with very low leucocyte 
concentration (N = 12) and in frozen apheresis products' samples (N = 20). Bland-Altman 
analysis confirmed that the results of analyses with both methods agreed very well in 
venous blood and fresh apheresis products, but there was a poor agreement between 
methods in venous blood with low leucocyte concentration and in frozen apheresis 
products. Hematology analyzer could be used to substitute most of the analyses of venous 
blood samples performed with flow cytometer to determine the optimal starting point of 
apheresis. In venous blood samples with very low leucocyte concentration analyses by 
hematology analyzer could be introduced and the results, in cases of high levels of HSCs, 
confirmed with flow cytometer. In spite of a good agreement between the methods, fresh 
apheresis products are always analysed by flow cytometry because the amount of HSCs in 




Krvotvorne matične celice, antigen CD34, afereza, pretočna citometrija, hematološki 
analizator. 
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1.1 Krvotvorne matične celice 
Za matične celice je značilna sposobnost samoobnove in diferenciacije v različne vrste 
celic. Nahajajo se v tkivih zarodka in odraslega organizma. Glede na razvojni potencial 
ločimo totipotentne, pluripotentne, multipotentne in unipotentne matične celice. 
Totipotentne matične celice imajo največjo sposobnost diferenciacije, saj so sposobne 
tvorbe vseh celic v organizmu. Krvotvorne matične celice (KMC) so pluripotentne 
nespecializirane in nediferencirane matične celice. Dozorevajo v multipotente matične 
celice mieloične in limfatične vrste, ki so sposobne samoobnavljanja in diferenciacije v 
usmerjene matične celice, te pa se najprej razvijajo v vse zrele krvne celice (1). 
Hematopoeza poteka pri človeku v rdečem kostnem mozgu in limfatičnem tkivu. Rdeči 
kostni mozeg se ob rojstvu nahaja v vseh kosteh, pri odraslih pa le v proksimalnih epifizah 
dolgih kosti, v lobanji, medenici, vretencih in rebrih. Mikrookolje kostnega mozga 
omogoča krvotvornim matičnim celicam obstoj, podvojevanje in diferenciacijo. Ključni 
dejavniki mikrookolja so celice, zunajcelični matriks, celične adhezijske molekule in topne 
molekule (citokini). V manjšem deležu se KMC nahajajo tudi v popkovnični krvi in v 
venski krvi, kamor se izplavljajo iz kostnega mozga. V kostnem mozgu predstavljajo KMC 
1–3 % celic, v popkovnični krvi približno 1 % in v venski krvi 0,01–0,1 % celic.  
Med delitvijo in diferenciacijo se spreminja izraženost celičnih označevalcev oziroma 
antigenov na površini celic. Prisotnost celičnih označevalcev nam pove usmerjenost in 
stopnjo razvoja celice. Za KMC je značilen površinski antigen CD34, zato rečemo, da so 
CD34 pozitivne (CD34+). Antigen CD34 je transmembranski glikoprotein in sodi med 
adhezijske molekule sialomucine. Populacija celic CD34+ naj bi zajemala najbolj 
primitivne matične celice in nekoliko bolj zrele linijsko usmerjene predniške celice vseh 
vrst (2, 3). Poleg KMC izražajo antigen CD34 tudi predniške celice endotelijskih celic in 





1.2 Presaditev krvotvornih matičnih celic 
Matične celice so zaradi sposobnosti samoobnove in diferenciacije v različne vrste celic 
uporabne v regenerativni medicini. Presaditev KMC je najbolj razširjena celična terapija, s 
katero že več desetletij uspešno zdravimo različne maligne in nemaligne bolezni kostnega 
mozga in drugih krvotvornih organov (npr. levkemije, maligne limfome, diseminirani 
plazmocitom, mielodisplastični sindrom, aplastične anemije), pa tudi nekatere vrste 
solidnih tumorjev, dedne in avtoimunske bolezni (1, 5). 
Prvi poskusi presaditve KMC segajo v petdeseta leta prejšnjega stoletja, ko je zdravnik 
Edward Donnall Thomas s sodelavci poskušal s presaditvijo kostnega mozga zdraviti 
bolnike z napredovalo levkemijo. Prvi poskusi niso bili uspešni, saj takrat še niso poznali 
tkivnih antigenov HLA (humani levkocitni antigeni), po odkritju teh antigenov pa je 
postajalo zdravljenje s presaditvijo KMC vse bolj učinkovito. Thomas je za svoje delo 
prejel Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino leta 1990. V Sloveniji so prve 
presaditve kostnega mozga opravili pred tridesetimi leti (6). 
 
1.2.1 Viri KMC za presaditev 
Sprva so pridobivali KMC za presaditve le z aspiracijo kostnega mozga iz zadnjih trnov 
medeničnih kosti črevnic. Poseg so izvajali v splošni anesteziji, saj je boleč in dolgotrajen. 
Danes zbiramo KMC predvsem iz venske krvi z afereznimi oziroma levkafereznimi 
postopki, s katerimi ločimo levkocite iz krvi, redkeje pa uporabljamo tudi KMC iz 
kostnega mozga ali popkovnične krvi. Prednosti presaditve KMC iz venske krvi v 
primerjavi s presaditvijo KMC iz kostnega mozga so enostavnejši, manj invaziven in 
cenejši postopek zbiranja celic, pri katerem hospitalizacija in splošna anestezija nista 
potrebni, večje število zbranih KMC in hitrejša obnova hematopoeze. Slabosti presaditve 
KMC iz venske krvi so neželeni učinki uporabe rastnih dejavnikov za mobilizacijo celic in 
večje tveganje za pojav kronične bolezni presadka proti gostitelju (GVHD) (5). Vir KMC 
je tudi popkovnična kri, ki je zaradi majhnega absolutnega števila celic, zbranih pri enem 
odvzemu, uporaben vir celic predvsem za pediatrične bolnike. Celice iz popkovnične krvi 
uporabljamo tudi za bolnike, pri katerih ne najdemo ustreznega sorodnega ali nesorodnega 
darovalca KMC iz venske krvi. KMC v popkovnični krvi so namreč imunološko 
nedozorele, zato je verjetnost zavrnitvene reakcije je manjša in lahko uporabimo celice 
tkivno manj skladnih darovalcev (5, 6). 
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1.2.2 Vrste presaditve KMC 
Za presaditev KMC lahko uporabimo bolniku lastne ali tuje KMC. Glede na darovalca 
delimo presaditve na avtologne, singenične in alogenične. Pri avtologni presaditvi gre za 
presaditev prejemniku lastnih KMC, pri singenični je darovalec enojajčni dvojček 
prejemnika, pri alogenični presaditvi pa iščemo zdrave tkivno skladne darovalce. Glede na 
to, ali je darovalec sorodnik ali ne, je alogenična presaditev sorodna ali nesorodna. Po 
priporočilih EBMT (European society for blood and marrow transplantation) z avtologno 
presaditvijo KMC zdravimo diseminirami plazmocitom, Hodgkinov in ne-Hodgkinov 
limfom ter nekatere oblike akutne mieloblastne levkemije, z alogenično presaditvijo pa 
mielodisplastični sindrom, akutno limfoblastno levkemijo in akutno mieloblastno 
levkemijo (6). Tkivno skladne darovalce KMC najprej iščemo med družinskimi člani, nato 
pa v državnih in mednarodnih registrih (slovenski register nesorodnih darovalcev KMC je 
Slovenija donor), kjer so zbrani tipizirani nesorodni prostovoljni darovalci KMC. 
Verjetnost, da je sorojenec tkivno skladen, je približno 25 %, zato v družinah z majhnim 
številom otrok težko najdemo ustreznega darovalca. Pogosteje najdemo darovalce v 
registrih, ki se iz leta v leto večajo, zato so večje tudi možnosti, da za posameznega bolnika 
najdemo ustreznega darovalca (2, 5, 6). V zadnjih letih izvajamo tudi tako imenovane 
haploidentične presaditve KMC, pri katerih je skladnost med darovalci in prejemniki le 
polovična (darovalci so najpogosteje starši), po presaditvah pa preprečujemo zavrnitvene 
reakcije z visokimi odmerki imunosupresivnih zdravil. Za haploidentično presaditev se 
odločimo le, kadar ne najdemo bolj ustreznega darovalca (6). 
 
1.2.3 Tkivna skladnost darovalca in prejemnika KMC  
Tkivna skladnost pomeni ujemanje v molekulah HLA, to je skupina zelo raznolikih tkivnih 
antigenov. Genski zapisi zanje se nahajajo na šestem kromosomu, vsak posameznik pa 
podeduje en komplet genskih zapisov od matere in en komplet od očeta. Na celičnih 
površinah se izrazijo vsi genski zapisi, ki jih ima posameznik. Pred presaditvijo opravimo 
tipizacijo pri darovalcu in prejemniku, to pomeni, da določimo genske zapise za molekule 
HLA (določimo tip HLA). Določamo lahko različice genov HLA-A, HLA-B, HLA-C, 
HLA-DR in HLA-DQ. Tipizacija HLA temelji na analizi DNA, metodo pa izberemo glede 
na stopnjo ločljivosti, ki jo želimo doseči (npr. metoda PCR-SSO, metoda PCR-SSP). 
Tipiziramo lahko na ravni nizke ločljivosti (določimo le skupino sorodnih genskih zapisov, 
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npr. HLA-B*44) ali visoke ločljivosti (gensko različico bolj natančno določimo, npr. HLA-
B*44:03). Če iščemo darovalca med družinskimi člani, najpogosteje tipiziramo na ravni 
nizke ločljivosti in iščemo skladnost alelov HLA-A, HLA-B in HLA-DR (ker imamo po 
dva alela, usklajujemo šest alelov). Pri nesorodni alogenični presaditvi KMC tipiziramo na 
ravni visoke ločljivosti in usklajujemo še dva dodatna alela – HLA-C in HLA-DQ (skupaj 
deset genskih različic). Darovalec in prejemnik morata biti popolnoma skladna, le 
izjemoma se lahko odločimo za darovalca, ki je s prejemnikom neskladen v enem paru 
HLA (ujemanje 9/10). V primeru presaditve KMC iz popkovnične krvi je lahko neskladje 
večje (ujemanje 8/10). Boljša skladnost antigenov darovalca in prejemnika pomeni manjšo 
verjetnost za zavrnitveno reakcijo oziroma bolezen GVHD pri prejemniku (2, 5, 6). 
 
1.2.4 Potek presaditve KMC 
Presaditev KMC obsega več faz. Prva faza je stimulacija, sledi zbiranje celic (afereza), 
priprava bolnika (kondicioniranje) in na koncu aplikacija KMC, ki ji po uspešni presaditvi 
sledi regeneracija funkcij kostnega mozga. 
Postopek pridobivanja KMC iz venske krvi traja nekaj dni. Ker je delež KMC v venski 
krvi nizek, v fazi stimulacije s krvotvornimi rastnimi dejavniki pri darovalcu spodbudimo 
nastajanje KMC v kostnem mozgu in njihovo prehajanje v kri oziroma mobilizacijo iz 
kostnega mozga. Uporabimo lahko na primer dejavnik, ki stimulira rast granulocitov v 
kolonijah (G-CSF, angleško »granulocyte colony-stimulating factor«) ali dejavnik, ki 
stimulira rast granulocitov in makrofagov v kolonijah (GM-CSF, angleško 
»granulocyte-macrophage colony-stimulating factor«). S stimulacijo povečamo delež 
KMC v venski krvi na 1–5 % vseh mononuklearnih celic in omogočimo učinkovito 
zbiranje. Uporaba rastnih dejavnikov ima tudi neželene učinke, saj pogosto povzroča 
bolečine v mišicah in kosteh, glavobole in utrujenost (znaki, podobni gripi) (5, 6, 7).  
Količina KMC v venski krvi darovalca je običajno po petih dneh stimulacije dovolj visoka 
za začetek zbiranja celic. Z aferezo običajno pričnemo, kadar je koncentracija CD34+ celic 
v venski krvi darovalca vsaj 10–20 × 10
6
/L (vrednost določi transplantacijski center) (8, 9). 
KMC darovalca zbiramo s celičnim ločevalcem. Med aferezo teče kri darovalca iz ene 
vene preko katetra skozi celični ločevalec, ki na osnovi centrifugiranja loči mononuklearne 
celice iz venske krvi. Ostale sestavine venske krvi se vračajo darovalcu preko katetra v 
drugo veno. Postopek traja nekaj ur (običajno tri do štiri ure), v tem času pa steče celotni 
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volumen krvi darovalca večkrat (običajno trikrat) skozi celični ločevalec. Če z eno aferezo 
ne zberemo dovolj KMC za presaditev, nadaljujemo s stimulacijsko terapijo in ponovimo 
postopek afereze naslednji dan ali več dni zapored, dokler ne zberemo dovolj velike 
količine celic (6, 8).  
Pred aplikacijo celičnega pripravka poteka priprava bolnika oziroma kondicioniranje. V tej 
fazi uničimo ali zavremo kostni mozeg bolnika s kemoterapijo (citostatiki), ki je lahko v 
kombinaciji z radioterapijo (obsevanje z ionizirajočimi žarki). V preteklosti so izvajali 
mieloablativne presaditve, kar pomeni, da so pred aplikacijo KMC uničili bolnikov kostni 
mozeg z obsevanjem celega telesa in/ali velikimi odmerki citostatičnih zdravil. S tem naj 
bi odstranili vse maligno spremenjene celice bolnika, zmanjšali možnost za zavrnitev 
presadka in izboljšali učinke zdravljenja. Vendar s tako agresivno terapijo uničimo tudi 
ostale zdrave celice bolnika, zapleti po presaditvi so pogostejši (npr. GVHD in 
oportunistične okužbe) in smrtnost višja. Danes običajno izvajamo nemieloablativne 
presaditve, kar pomeni, da pred aplikacijo KMC z imunosupresivno terapijo le prehodno 
zavremo kostni mozeg oziroma imunski sistem prejemnika. Odmerki citostatikov so dovolj 
majhni, da kostnega mozga ne uničimo, s tem pa zagotovimo reakcijo presadka proti 
tumorju oziroma levkemiji (GVT/GVL, angleško »graft versus tumour/leukemia effect«), 
ki je za zdravljenje ključnega pomena. Gre za reakcijo limfocitov, ki so nastali iz matičnih 
celic presadka, proti preostalim celicam prejemnika, med katerimi so lahko tudi maligno 
spremenjene celice. Kondicioniranje spremljajo neželeni učinki, značilni za zdravljenje s 
citostatiki – slabost, bruhanje, diareja itd. Zaradi zavrtja kostnega mozga je pri bolnikih 
zmanjšano nastajanje krvnih celic, pride do aplazije, posledično pa je povečano tveganje za 
krvavitve ter okužbe in lahko se razvije anemija. Zaplete preprečujemo tako, da bolnika 
osamimo, ga profilaktično zdravimo s protimikrobnimi zdravili, skrbimo za primerno 
prehrano in pomanjkanje krvnih celic nadomeščamo s transfuzijami (6).  
KMC apliciramo prejemniku v obliki transfuzije celičnega pripravka v štiriindvajsetih urah 
po koncu kemoterapije oziroma neposredno po zadnjem obsevanju. Zbrane celice moramo 
aplicirati v štiriindvajsetih urah po zbiranju in če to ni mogoče (npr. pri avtologni 
presaditvi), jih do uporabe zamrznemo. Zamrznjene KMC običajno shranjujemo v tekočem 
dušiku (−196 °C) ali v pari tekočega dušika (−140 °C). Zamrznemo lahko pripravke KMC 
iz venske krvi (levkocitne koncentrate), kostnega mozga in popkovnične krvi, ki jim 
dodamo krioprotektin dimetilsulfoksid (DMSO). Dodatek DMSO je nujen, saj prepreči 
nastajanje kristalov, ki bi lahko poškodovali in uničili celice, vendar je pred zamrzovanjem 
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in po odmrznitvi vzorcev za celice toksičen. V različnih študijah so ugotavljali toksične 
učinke DMSO in optimalni način zamrzovanja in odmrzovanja, ki bi zagotavljal najvišjo 
viabilnost (živost) celic po odmrznitvi. Ustaljen način zamrzovanja je z dodatkom 10 % 
DMSO. Priporočljivo je nadzorovano postopno zamrzovanje in hitro odmrzovanje vzorcev 
v vodni kopeli s 37°C, dokler se kristali ne raztopijo. Po odmrznitvi in pred aplikacijo 
lahko celice tudi speremo, da znižamo koncentracijo DMSO. Poleg toksičnih učinkov za 
celice DMSO namreč povzroča tudi neželene učinke pri prejemnikih celičnih pripravkov 
(npr. slabost, draženje v grlu, kašelj itd.). Po aplikaciji KMC v krvni obtok prejemnika se 
le-te ugnezdijo v kostni mozeg in obnovijo hematopoezo (5, 6).  
 
1.2.5 Uspešnost presaditve in zapleti po presaditvi KMC 
Na uspešnost presaditve KMC vplivajo številni dejavniki, med katerimi je eden 
najpomembnejših zadostna količina presajenih celic z izraženim površinskim antigenom 
CD34. Ostali dejavniki so stanje bolezni pred presaditvijo, skladnost antigenov darovalca 
in prejemnika, starost darovalca in prejemnika in drugi. Število CD34+ celic v presadku 
vpliva na hitrost obnove hematopoeze in stabilnost presaditve. Priporočila glede števila 
KMC, ki je potrebno za uspešno presaditev, se v različnih virih nekoliko razlikujejo. Viri 
običajno navajajo minimalno 2 × 10
6
, še bolje pa 2–5 × 10
6 
CD34+ celic na kilogram 
telesne mase prejemnika. Večja količina CD34+ celic na kilogram telesne mase prejemnika 
pomeni hitrejše ukoreninjenje presadka in obnovo hematopoeze. Na uspešnost presaditve 
oziroma obnovo hematopoeze kaže obnova števila trombocitov in nevtrofilnih 
granulocitov v venski krvi prejemnika (2, 3, 7, 10).  
 
Glavni zaplet po alogenični presaditvi KMC je zavrnitvena reakcija oziroma bolezen 
GVHD. GVHD lahko poteka akutno ali kronično. Akutna GVHD se pojavi v štirinajstih 
dneh po presaditvi KMC v 40–60 % primerih alogeničnih presaditev. Nastane zaradi 
delovanja limfocitov darovalca, ki z imunsko reakcijo najpogosteje povzročijo poškodbe 
kože, jeter in prebavne cevi. Poškodbe tkiv so lahko različnih stopenj. Hujše oblike se 
pojavljajo pri nesorodnih alogeničnih presaditvah, pri starejših prejemnikih in v primeru 
nepopolne tkivne skladnosti darovalca in prejemnika. Zavrnitveno reakcijo pri bolnikih po 
presaditvi najpogosteje preprečujemo z imunosupresivnimi zdravili, v nekaterih primerih 
pa tudi z uporabo protiteles proti limfocitom. Če se reakcija vseeno pojavi, jo lahko 
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zdravimo z glukokortikoidi, zunajtelesno fototerapijo ali z alogeničnimi mezenhimskimi 
matičnimi celicami. Kronična oblika GVHD se pojavi nekoliko pozneje, 100 dni ali več po 
presaditvi KMC in se kaže kot kronične vnetne spremembe kože, jeter, prebavne cevi, 
pljuč itd. Bolezen povzročijo limfociti, ki so nastali iz presajenih KMC darovalca. Tudi 
kronično obliko bolezni zdravimo z glukokortikoidi in ostalimi imunosupresivnimi 
zdravili, v nekaterih primerih pa tudi z zunajtelesno fototerapijo. Med poznimi zapleti 
presaditve KMC je najpogostejša sterilnost, ki je posledica okvare spolnih žlez zaradi 
obsevanja in terapije s citostatiki. Pogosteje se pojavljajo sekundarne novotvorbe in okvare 
organov, pri ženskah pa tudi osteoporoza in prezgodnja menopavza (5, 6). 
 
1.2.6 Vloga laboratorija v postopku presaditve KMC  
Določanje KMC je pomemben korak v postopku presaditve, saj količina KMC v presadku 
vpliva na uspešnost presaditve. V laboratorijih izvajamo določanje KMC na dveh ali treh 
stopnjah presaditve – pred začetkom zbiranja celic v venski krvi in po zbiranju v 
koncentratu, lahko pa tudi med postopkom zbiranjem celic. Merjenje KMC v venski krvi 
omogoča določitev optimalnega časa začetka afereze. Postopek zbiranja celic začnemo, ko 
je količina KMC dovolj velika, da lahko zberemo želeno količino celic. Količino KMC 
lahko merimo tudi v vzorcih koncentratov, odvzetih med potekom afereze, za 
napovedovanje količine zbranih celic oziroma za spremljanje in uravnavanje poteka 
afereze. V primeru velike količine zbranih KMC lahko aferezo predhodno zaključimo ali 
postopek podaljšamo, če je količina zbranih celic med aferezo manjša od pričakovane. Po 
koncu afereze določimo število KMC v afereznem pripravku in se na osnovi rezultatov 
odločimo, ali je količina celic zadostna za presaditev ali je potrebno ponovno zbiranje 
celic. Za sprejemanje ustreznih kliničnih odločitev je pomembno, da za določanje KMC 
uporabljamo metodo, ki daje točne rezultate. Samo na osnovi točnih meritev lahko 
zagotovimo ustrezno in hitro obravnavo bolnikov ter ne povzročamo dodatnega stresa za 





1.3 Razvoj metod za določanje krvotvornih matičnih celic 
V prvem obdobju uporabe zdravljenja s presaditvijo KMC so se o začetku afereze odločali 
na osnovi porasta koncentracije levkocitov v venski krvi in ocenjevali primernost presadka 
glede na koncentracijo levkocitov v njem. Pozneje so za oceno kakovosti presadkov 
oziroma za oceno količine KMC v presadkih razvili analizo CFU (število enot, ki tvorijo 
kolonije, angleško »colony-forming unit«), ki je bila najpogosteje uporabljena metoda pred 
razvojem metod pretočne citometrije. Z analizo CFU so določali količino linijsko 
usmerjenih krvotvornih predniških celic v vzorcih (npr. CFU-GM – celice, sposobne tvoriti 
kolonije proliferirajočih granulocitov in monocitov, angleško »colony-forming unit – 
granulocyte, monocyte«). Pri uporabi CFU analize so se soočali z več pomanjkljivostmi, 
med katerimi je bila za uporabo v klinični praksi največja časovna zamudnost. Rezultate 
analize so namreč lahko odčitali šele po desetih do štirinajstih dneh gojenja celic. Poleg 
tega so s CFU analizo določali bolj zrele celice in niso mogli zanesljivo oceniti količine 
bolj primitivnih oziroma manj diferenciranih celic, ki so odgovorne za trajno obnovo 
hematopoeze. Postopek ni bil standardiziran, ponovljivost rezultatov je bila prenizka in 
izvedbe analize so se med laboratoriji razlikovale, zato rezultati med laboratoriji niso bili 
primerljivi (3, 11). Na področju presaditev KMC se je pojavila potreba po metodi, s katero 
bi hitro in zanesljivo določali primitivne celice, ki so odgovorne za obnovo hematopoeze. 
Po odkritju molekule CD34 na površini KMC so v poznih 80. letih prejšnjega stoletja 
razvili in uporabljali enostavne metode določanja KMC s pomočjo pretočne citometrije. 
Razvili so monoklonska protitelesa, ki prepoznavajo antigen CD34 in omogočajo določitev 
CD34+ celic. Vendar tudi zgodnje metode pretočne citometrije niso bile standardizirane in 
niso omogočale primerjave rezultatov med laboratoriji. Da bi zagotovili točno in 
ponovljivo določanje CD34+ celic so leta 1995 v Mednarodnem združenju za 
hematoterapijo in inženiring presadkov (ISHAGE, angleško International Society of 
Hematotherapy and Graft Engineering; danes ISCT – Mednarodno združenje za celično 
terapijo, angleško International Society for Cellular Therapy) razvili protokol za določanje 
števila CD34+ celic v polni krvi in afereznih pripravkih z uporabo pretočnega citometra in 
monoklonskih protiteles. Med metodami pretočne citometrije, ki so jih do takrat 
uporabljali, je bila ta prva standardizirana. Protokol so razvili za uporabo v rutinski klinični 
praksi, zaradi česar so se osredotočili na enostavnost izvedbe, dostopnost uporabljenih 
reagentov, občutljivost (pomembna, ker analiziramo redke dogodke – določamo majhne 
količine CD34+ celic v vzorcih, ki vsebujejo številne druge celice), specifičnost, točnost in 
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ponovljivost rezultatov ter na hitro izvedbo analize. Metoda daje ponovljive in primerljive 
rezultate na različnih pretočnih citometrih in med različnimi laboratoriji (3, 12). Določanje 
CD34+ celic s pretočno citometrijo nam omogoča oceno primernosti presadka (določitev 
količine CD34+ celic v afereznem pripravku), zaradi hitre izvedbe analize pa tudi 
določitev optimalnega časa zbiranja celic (začetka afereze) in spremljanje količine zbranih 
celic med potekom afereze (4, 11). Določanje CD34+ celic po protokolu ISHAGE še danes 
predstavlja zlati standard določanja KMC. Poleg zlatega standarda poznamo tudi 
alternativne metode, ki se za zdaj uporabljajo predvsem v raziskovalne namene. V ospredju 
alternativnih metod so hematološki analizatorji, opremljeni s kanalom za določanje 
nezrelih celic. Določanje KMC s hematološkimi analizatorji poteka prav tako po principu 
pretočne citometrije, vendar brez uporabe monoklonskih protiteles.  
 
 
1.4 Določanje krvotvornih matičnih celic po protokolu ISHAGE  
Prve objavljene smernice mednarodnega združenja ISHAGE so opisale dvostopenjski 
postopek, pri katerem izračunamo koncentracijo CD34+ celic na osnovi rezultatov dveh 
meritev. Z avtomatiziranim hematološkim analizatorjem določimo koncentracijo 
levkocitov v vzorcu in s pretočno citometrijo delež CD34+ celic. Koncentracija CD34+ 
celic je zmnožek koncentracije levkocitov in deleža CD34+ celic. Pozneje so razvili tudi 
enostopenjsko metodo, ki omogoča določanje koncentracije CD34+ celic samo s pretočnim 
citometrom. Pri enostopenjski metodi vzorcu dodamo znano število fluorescenčnih kroglic. 
Analizator določi razmerje med preštetimi fluorescenčnimi kroglicami in preštetimi 
CD34+ celicami ter na osnovi razmerja in znanega števila oziroma koncentracije 
fluorescenčnih kroglic izračuna koncentracijo CD34+ celic v vzorcu. Z enostopenjskim 
postopkom se lahko izognemo nekaterim napakam, ki se pojavljajo pri dvostopenjskem 
postopku, na primer pri izračunu koncentracije CD34+ celic. Razvoj enostopenjskega 
postopka je omogočil boljšo standardizacijo metode, najvišjo zanesljivost kvantifikacije 
CD34+ celic in zmanjšal razlike med rezultati meritev različnih laboratorijev. Laboratoriji 
po svetu danes uporabljajo tako enostopenjsko kot tudi dvostopenjsko metodo, različne 




1.4.1 Parametri analize 
Pri analizi vzorcev po protokolu ISHAGE določamo CD34+ celice na osnovi morfoloških 
značilnosti, ki vplivajo na značilno sipanje svetlobe, in prisotnosti celičnih označevalcev. 
Določamo štiri parametre, to so prednje sipanje svetlobe (FSC, angleško »forward 
scattered light«), stransko sipanje svetlobe (SSC, angleško »side scattered light«) ter 
intenziteta fluorescence dveh barvil, vezanih na protitelesa proti celičnima označevalcema 
CD34 in CD45. Na jakost izmerjene FSC vpliva velikost celice, na jakost SSC 
granuliranost celice, na jakost fluorescence pa prisotnost celičnih označevalcev na površini 
celice. Nekatere metode pretočne citometrije so določale CD34+ celice na osnovi večjega 
števila značilnosti in analizirale več parametrov. Pri pripravi smernic ISHAGE so se 
osredotočili tudi na stroške, dostopnost reagentov in enostavno interpretacijo rezultatov ter 
prišli do zaključka, da omogoča analiza omenjenih štirih parametrov zanesljivo in klinično 
uporabno določitev koncentracije CD34+ celic (3). 
  
1.4.2 Izbira monoklonskih protiteles 
Pri izbiri monoklonskih protiteles je pomembno, da prepoznavajo in se vežejo na vse 
oblike epitopov tarčnega antigena ter ohranjajo specifičnost in avidnost po konjugaciji z 
izbranim fluorescenčnim barvilom (fluorokromom). Upoštevati moramo tudi značilnosti 
emitiranja fluorescence ter prekrivanja spektrov obeh uporabljenih barvil. Po protokolu 
ISHAGE pri izvedbi analize uporabljamo dve vrsti monoklonskih protiteles, označenih s 
fluorokromoma. To so monoklonska protitelesa proti antigenu CD34 (razredov II in III), 
konjugirana s fikoeritrinom (anti-CD34-PE) in monoklonska protitelesa proti antigenu 
CD45, konjugirana s fluorescein izotiocianatom (anti-CD45-FITC). 
Prisotnost antigena CD34 na površini celic je ključna značilnost, ki krvotvorne matične 
celice loči od ostalih krvnih celic. Molekule CD34 so skupina transmembranskih 
glikoproteinov z zelo različnimi oblikami glikozilacije. Protitelesa prepoznavajo epitope 
antigena CD34 predvsem na osnovi glikozilacije in prisotnosti sialične kisline. Epitope 
molekule CD34 razdelimo v tri skupine glede na občutljivost na delovanje nevraminidaz in 
O-sialo-glikoproteaz (izolirane iz bakterije Pasteurella haemolytica). Epitopi, ki jih 
prepoznavajo anti-CD34 protitelesa razreda I, so občutljivi na delovanje obeh encimov. 
Epitopi, ki jih prepoznavajo protitelesa razreda II, so občutljivi le na delovanje 
glikoproteaz, tisti, ki jih prepoznavajo protitelesa razreda III, pa niso občutljivi na 
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delovanje nobenega od omenjenih encimov (so nanju odporni). Za določanje CD34+ celic 
uporabljamo protitelesa razredov II in III, saj prepoznajo in se vežejo na vse oblike 
glikozilacije antigena CD34. Protitelesa razreda I ne prepoznavajo vseh oblik glikozilacije 
molekule CD34 in posledično ne prepoznavajo vseh CD34+ celic pri nekaterih bolezenskih 
stanjih. Poleg tega se po konjugaciji s fluorokromi zmanjšata njihova avidnost in 
reaktivnost. Pri analizi CD34+ celic določamo redke dogodke (CD34+ celice predstavljajo 
majhen delež vseh celic v vzorcu), zato je priporočljiva uporaba fluorokromov, ki močno 
fluorescirajo (npr. PE) (3, 10, 15).  
Prisotnost molekule CD45 je dodatna značilnost, na osnovi katere določimo CD34+ celice. 
Antigen CD45 je transmembranski glikoprotein, izražen na površini vseh predniških 
krvnih celic, razen na predniških celicah eritrocitov (in na zrelih eritrocitih). Izraža se na 
vseh levkocitih in njihovih predniških celicah, torej so CD45 pozitivni (CD45+). Raven 
izražanja antigena je nižja pri nezrelih celicah in višja pri zrelih celicah. Uporaba anti-
CD45 protiteles omogoča lažje razločevanje med levkociti in med ostalimi sestavinami 
vzorca, ki bi lahko motile analizo (npr. trombociti, trombocitni agregati, ostanki celic, na 
katere se lahko vežejo manjše količine anti-CD34 protiteles) in kaže na uspešnost 
razgradnje (liziranja) eritrocitov. Obstaja veliko izoform in glikoform molekule CD45, zato 
moramo za analizo izbrati protitelesa, ki prepoznajo in se vežejo na vse oblike epitopov 
antigena. CD45 protitelesa so običajno konjugirana s fluorokromom FITC, ki je primeren 
za uporabo v isti analizi kot PE, saj se emitacijska spektra obeh fluorokromov le malo 
prekrivata. (2, 3).  
 
1.4.3 Zamejitev populacije CD34+ celic in rezultat analize 
Analiza celic poteka po principu pretočne citometrije. Rezultat analize s pretočnim 
citometrom dobimo v obliki več točkovnih diagramov, na katerih vsaka točka predstavlja 
analiziran dogodek oziroma celico. Med analizo in izrisovanjem diagramov postopno 
zamejujemo populacije celic (določamo meje med populacijami) na osnovi merjenih 
parametrov in značilnosti celic. Ta pristop imenujemo strategija sekvenčnega 
(zaporednega) zamejevanja in ga uporabljamo po priporočilih protokola ISHAGE. 
Omogoča nam, da točno določimo populacijo celic, ki nas zanima in hkrati iz analize 
izključimo interference in lažno pozitivne dogodke. V prvem koraku zamejimo populacijo 
CD45+ celic, iz katere nato postopno zamejujemo populacijo CD34+ celic (3). Pri 
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zamejevanju populacij nam pomaga poznavanje značilnosti celic, ki jih želimo določiti. Za 
KMC je značilno majhno do srednje prednje sipanje svetlobe, ki je odvisno od velikosti 
celic. KMC so nezrele, negranulirane celice, zato je stransko sipanje svetlobe majhno. 
Izražajo tako antigen CD45 kot tudi CD34, torej pri vsaki KMC izmerimo določeno 
stopnjo fluorescence obeh fluorokromov, vezanih na monoklonska protitelesa. Intenziteta 
fluorescence FITC (na anti-CD45) je manjša kot pri limfocitih in monocitih, vendar jo 
lahko zaznamo in izmerimo. Pri analizi KMC so CD34+ celice edine v vzorcu, ki izražajo 
antigen CD34, torej le v tej populaciji celic izmerimo fluorescenco PE (na anti-CD34) 
(3, 4, 12). Za pravilno zamejevanje populacij potrebujemo izkušeno laboratorijsko osebje. 
Vzrok nepravilnih rezultatov je velikokrat nedosledno upoštevanje priporočene strategije 
zamejevanja populacij, zato je pomembno izobraževanje laboratorijskega osebja glede 
pravilne izvedbe analize in učenje na primerih (4). 
 
Za zanesljivo analizo moramo določiti dovolj veliko število dogodkov oziroma celic, to je 
vsaj 75000 CD45+ celic in vsaj 100 CD34+ celic. Vzorce analiziramo v dvojniku in razlika 
med obema rezultatoma ne sme biti večja od 10 % povprečne vrednosti obeh meritev. Za 
končni rezultat določitve CD34+ celic izračunamo povprečno vrednost obeh analiz vzorca 
in odštejemo rezultat analize kontrole, ki predstavlja nespecifično vezavo protiteles. Če 
izvajamo enostopenjsko analizo, pretočni citometer kot rezultat poda tako delež kot tudi 
koncentracijo CD34+ celic v vzorcu. Pri dvostopenjski analizi pretočni citometer poda le 
delež CD34+ celic, ki ga moramo pomnožiti s koncentracijo vseh levkocitov v vzorcu 
(določimo predhodno s hematološkim analizatorjem), da dobimo koncentracijo CD34+ 
celic. Rezultat analize podamo z deležem in absolutno koncentracijo CD34+ celic (3).  
 
 
1.5 Prednosti določanja krvotvornih matičnih celic s hematološkim 
analizatorjem in potencialna uporaba v procesu presaditve krvotvornih 
matičnih celic 
V klinični praksi potekajo vse določitve KMC s pretočnim citometrom po protokolu 
ISHAGE. Vendar ima analiza KMC s hematološkim analizatorjem nekaj prednosti, zaradi 
katerih bi vsaj v nekaterih primerih lahko nadomestila ali dopolnila analize s pretočnim 
citometrom. Metoda za določanje KMC s hematološkim analizatorjem je enostavna za 
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uporabo, standardizacijo in vpeljavo v laboratorij. Za analizo KMC potrebujemo le majhen 
volumen vzorca in ne potrebujemo dragih reagentov (kot so monoklonska protitelesa) ali 
dodatnih analizatorjev. Analiza traja le nekaj minut in predhodna priprava vzorca ni 
potrebna. V primerjavi s pretočno citometrijo je izvedba analize hitrejša, enostavnejša in 
cenejša. Prednost je tudi ta, da populacij analiziranih celic ne zamejujemo ročno (8).  
V različnih študijah so dokazali dobro korelacijo med rezultati določanja KMC s pretočnim 
citometrom po protokolu ISHAGE in s hematološkim analizatorjem. Metodi dobro 
korelirata pri analizah vzorcev venske krvi in afereznih pripravkov znotraj širokega 
intervala koncentracij. Korelacija je močna tudi med količino KMC, izmerjeno s 
hematološkim analizatorjem v venski krvi pred aferezo, in količino KMC, izmerjeno s 
pretočnim citometrom v afereznih pripravkih. Na osnovi rezultatov analize vzorcev venske 
krvi s hematološkim analizatorjem in pretočnim citometrom lahko primerljivo uspešno 
predvidimo ustrezno količino zbranih celic v koncentratu (količino celic, ki zadošča za 
uspešno presaditev KMC). Zato lahko uporabimo tudi rezultate analiz s hematološkim 
analizatorjem za določitev optimalnega časa začetka afereze (16, 17, 18). Z analizo KMC s 
hematološkim analizatorjem v vzorcih, odvzetih med aferezo, lahko predvidimo količino 
zbranih celic v končnem pripravku afereze in po potrebi prilagajamo potek afereze. 
Količina KMC, določena s hematološkim analizatorjem v vzorcih, odvzetih med potekom 
afereze, namreč dobro korelira s količino KMC v vzorcih končnih pripravkov afereze, 
določeno s pretočnim citometrom (8, 16, 17). V afereznem postopku običajno steče celotni 
volumen krvi bolnika ali darovalca trikrat skozi celični ločevalec, to so trije cikli afereze. 
Vzorec koncentrata lahko odvzamemo po dveh ciklih in s hematološkim analizatorjem 
določimo količino KMC. Če je zbiranje celic zelo učinkovito in je količina zbranih celic že 
zadostna, lahko aferezo zaključimo hitreje, kot smo predvideli. S tem manj obremenjujemo 
bolnika ali darovalca in naredimo prostor za drugega bolnika. Če pa je zbiranje manj 
učinkovito, lahko aferezni postopek podaljšamo, da ni potrebno ponavljanje afereze 
naslednji dan. Pri vzorcih končnih pripravkov afereze nam določanje KMC s 
hematološkim analizatorjem omogoča oceno kakovosti presadka (8). 
Največja prednost uvedbe določanja KMC s hematološkim analizatorjem v rutino je 
zmanjšanje števila analiz na pretočnem citometru in izboljšanje postopka afereze (Slika 1). 
S tem lahko prihranimo čas, znižamo stroške analiz, zmanjšamo obremenjenost 




Slika 1: Prednosti določanja KMC s hematološkim analizatorjem (B) v primerjavi z 
dosedanjo prakso določanja s pretočnim citometrom (A) (prirejeno po 8). 
 
Število analiz s pretočnim citometrom lahko zmanjšamo predvsem v fazi mobilizacije, 
kadar določamo optimalni čas začetka afereze. Glede na priporočila začnemo meritve v 
venski krvi s hematološkim analizatorjem in v primeru izmerjene vrednosti nižje od 
20 KMC/µL, nadaljujemo z mobilizacijsko terapijo ter ponovimo meritev naslednji dan. 
Kadar je izmerjena vrednost KMC med 20/µL in 30/µL, analiziramo vzorec še s pretočnim 
citometrom in se na osnovi tega rezultata odločimo o začetku afereze. Kadar je 
koncentracija KMC, določena s hematološkim analizatorjem, večja ali enaka 30/µL, lahko 
pričnemo z aferezo brez dodatne analize vzorca na pretočnem citometru (8).   
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2 NAMEN DELA IN NAČRT ZA DELO 
 
V Specializiranem hematološkem laboratoriju Kliničnega oddelka za hematologijo 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana vsakodnevno določajo koncentracije 
krvotvornih matičnih celic v vzorcih venske krvi in svežih koncentratov. Analize izvajajo s 
pretočnim citometrom z dvostopenjsko metodo po protokolu ISHAGE. Laboratorij je 
opremljen tudi s hematološkim analizatorjem Sysmex XN-1000 s kanalom za določanje 
nezrelih celic, vendar z njim rutinsko ne določajo KMC. Namen našega dela bo preveriti, 
kako dobro se rezultati obeh metod ujemajo pri različnih vrstah vzorcev in pri različnih 
koncentracijah celic ter pri katerih vzorcih daje hematološki analizator rezultate, ki 
omogočajo sprejemanje ustreznih kliničnih odločitev. Na osnovi ugotovitev bomo lahko 
predlagali, v katerih primerih bi analize s pretočnim citometrom (zlati standard določanja 
KMC) lahko dopolnili oziroma zamenjali s hitrejšimi in cenejšimi analizami na 
hematološkem analizatorju. Posebej bomo obravnavali vzorce venske krvi z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov (do 3 × 10
9
/L). Z upoštevanjem odločitvenih kriterijev, ki so 
danes v veljavi, lahko pri bolnikih z zelo nizkimi koncentracijami levkocitov odložimo 
začetek afereze kljub temu, da je koncentracija KMC dovolj visoka za začetek afereze. 
KMC namreč določamo samo pri vzorcih s koncentracijami levkocitov nad 3 × 10
9
/L. Na 
osnovi rezultatov dela bomo ocenili, ali bi z analizo vzorcev s hematološkim analizatorjem 
lahko odkrili vzorce z nizko koncentracijo levkocitov, ki imajo visoke koncentracije KMC. 
Rezultati tega magistrskega dela bi lahko bili osnova za odločitev o vpeljavi merjenja 
KMC s hematološkim analizatorjem v rutinsko prakso. 
  
Krvotvorne matične celice bomo določali s pretočnim citometrom Cytomics FC500 
(Beckman Coulter) z dvostopenjsko metodo po protokolu ISHAGE in s hematološkim 
analizatorjem Sysmex XN-1000 v vzorcih venske krvi, svežih koncentratov in zamrznjenih 
koncentratov. Analizirali bomo vzorce venske krvi in svežih koncentratov zdravih 
darovalcev in bolnikov pred presaditvijo KMC, odraslih in otrok ter ne glede na 
postavljeno diagnozo, ki jih bodo poslali v laboratorij v rutinsko analizo in obravnavo. Na 
Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino bomo dobili vzorce zamrznjenih 
koncentratov, ki so zaradi različnih vzrokov namenjeni uničenju. Med temi vzorci bomo 
naključno izbrali in analizirali vzorce z volumnom, ki bo zadostoval za analizo na obeh 
analizatorjih. Vsak vzorec bomo analizirali s hematološkim analizatorjem, s katerim bomo 
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določili koncentracijo levkocitov ter delež in koncentracijo KMC, in s pretočnim 
citometrom, s katerim bomo prav tako določili delež in koncentracijo KMC. Po analizi 
vzorcev z obema metodama bomo parne meritve med seboj primerjali, podatke statistično 
analizirali in ocenili ujemanje med metodama s pomočjo Bland-Altmanovih diagramov. 
Ločeno bomo obravnavali meritve vzorcev venske krvi, svežih koncentratov in 






3 MATERIALI IN METODE 
 
V Specializiranem hematološkem laboratoriju KOH UKCL pred začetkom afereze v 
vzorcu venske krvi (odvzete z EDTA) določijo celotno krvno sliko s hematološkim 
analizatorjem. Če je koncentracija levkocitov višja od 3 × 10
9
/L, analizirajo vzorec še na 
pretočnem citometru in določijo koncentracijo CD34+ celic. Za začetek afereze se običajno 
odločijo pri koncentraciji CD34+ celic najmanj 20 × 10
6
/L. Če koncentracija CD34+ celic 
ni dovolj visoka, pri bolniku nadaljujejo z mobilizacijsko terapijo in naslednji dan ponovno 
izmerijo količino CD34+ celic v venski krvi. Afereza poteka na Zavodu Republike 
Slovenije za transfuzijsko medicino. Po zaključku afereze v laboratorij dobijo vzorec 
koncentrata oziroma afereznega pripravka, v katerem določijo koncentracijo CD34+ celic s 
pretočnim citometrom. Za eno presaditev potrebuje bolnik najmanj 2 × 10
6
 CD34+ celic/kg 
telesne mase. Če z eno aferezo ne zberejo dovolj CD34+ celic, ponovijo celotni postopek 
naslednji dan (19). 
 
3.1 Vzorci 
Analizirali smo skupaj 179 vzorcev, 103 vzorce venske krvi (odvzeti v epruvete z 
antikoagulantom K-EDTA) in 56 vzorcev svežih koncentratov zdravih darovalcev in 
bolnikov pred presaditvijo KMC, ki smo jih kot redno naročene prejeli v laboratorij v 
analizo. 20 arhivskih zamrznjenih koncentratov namenjenih uničenju smo dobili na 
Zavodu RS za transfuzijsko medicino.  
 
3.2 Aparature in laboratorijski pripomočki  
Vzorce smo analizirali s pretočnim citometrom Beckman Coulter Cytomics FC 500 in s 
hematološkim analizatorjem Sysmex XN-1000. 
Za izvedbo analiz smo potrebovali polistirenske epruvete, stojala za epruvete, kalibrirane 
ročne avtomatske pipete različnih prostornin (20 µL, 100 µL, 1 mL, 2 mL), pipeto, s katero 
smo lahko reverzno pipetirali (100 µL), nastavke za pipete, vibracijski mešalnik (vorteks), 





3.3 Določanje krvotvornih matičnih celic s pretočnim citometrom 
Cytomics FC500 po protokolu ISHAGE  
Za določanje CD34+ celic smo uporabljali petbarvni pretočni citometer Beckman Coulter 
Cytomics FC500 (v nadaljevanju FC 500), reagente Stem-Kit Reagents in programsko 
opremo CXP Software proizvajalca Beckman Coulter. Pretočni citometer FC 500 omogoča 
enostopenjsko analizo KMC in kot rezultat poda delež in koncentracijo CD34+ celic. 
 
3.3.1 Princip določanja CD34+ celic 
Osnova analize CD34+ celic je pretočna citometrija. Poleg prisotnosti antigena CD34 so za 
določitev CD34+ celic pomembni še izražanje antigena CD45, velikost in granuliranost 
celic. Pretočni citometer FC500 za vsako celico določi štiri parametre – FSC, SSC in jakost 
fluorescence dveh fluorokromov, vezanih na specifična monoklonska protitelesa. Antigen 
CD34 v venski krvi izražajo le KMC, zato je intenziteta fluorescence CD34 višja kot pri 
vseh ostalih analiziranih celicah. CD34+ celice izražajo antigen CD45 v manjši meri kot 
bolj zrele celice, zato je intenziteta fluorescence CD45 nižja kot pri limfocitih in 
monocitih, vendar zaznavna. Prednje sipanje svetlobe CD34+ celic (odraža velikost celic) 
je nizko do srednje, stransko sipanje pa nizko (CD34+ so nezrele celice in ne vsebujejo 
granul) (20). 
Za določitev prisotnosti obeh površinskih antigenov smo vzorcem dodali specifična 
monoklonska protitelesa, označena z dvema fluorokromoma – monoklonska protitelesa 
proti antigenu CD34, označena s fikoeritrinom (anti-CD34-PE) in monoklonska protitelesa 
proti antigenu CD45, označena s fluoerscein izotiocianatom (anti-CD45-FITC). V analizo 
smo želeli vključiti le levkocite, zato smo med pripravo vzorcev lizirali eritrocite z 
dodatkom 10 % raztopine amonijevega klorida (NH4Cl). Uporabljali smo tehniko liziranja 
brez izpiranja, ki je učinkovita in pri kateri ne pride do izgube celic. Razlikovati smo želeli 
med živimi in mrtvimi oziroma apoptotičnimi celicami, zato smo vzorcem dodali 
fluorescenčno barvilo 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) za oceno živosti oziroma 
viabilnosti. Barvilo obarva poškodovane, apoptotične, nekrotične in mrtve celice, ker 
prehaja skozi poškodovane membrane celic in se veže na bazne pare znotraj dvovijačne 
DNA (interkalira med bazne pare gvanin-citozin). S pretočnim citometrom smo izmerili 
fluorescenco 7-AAD vsake celice in pri končni določitvi upoštevali le 7-AAD negativne 
(7-AAD−), žive celice. Glede na valovne dolžine emitirane svetlobe je 7-AAD primerno 
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barvilo za uporabo v isti analizi kot PE in FITC, saj se emitacijski spektri vseh treh barvil 
le minimalno prekrivajo. Uporabili smo tudi reagent s fluorosferami, to so kroglice 
oziroma mikrosfere iz polistirena, ki vsebujejo fluorescenčno barvilo. Dodatek fluorosfer 
znane koncentracije nam je omogočal določitev koncentracije CD34+ celic le z uporabo 
pretočnega citometra (po enostopenjski metodi). Analizator izračuna koncentracijo CD34+ 
celic iz števila preštetih fluorosfer, števila preštetih CD34+ celic in znane koncentracije 
fluorosfer. Fluorosfere smo pipetirali zelo natančno, saj lahko nenatančno pipetiranje 
vpliva na slabšo točnost in ponovljivost rezultatov (20). Za prepoznavanje nespecifične 
vezave CD34-PE protiteles smo uporabili kontrolni reagent – izoklonsko kontrolo, s katero 
smo preverili, ali prihaja do nespecifične vezave protiteles na tarčne celice preko 
fluorokroma (Slika 2) (20, 21).  
 
 
Slika 2: Specifična vezava konjugiranih protiteles na tarčno celico v vzorcu (A) in 
nespecifična vezava konjugiranih protiteles na celico preko fluorokroma v kontrolnem 
vzorcu (B) (prirejeno po 22). 
 
Izoklonska kontrola vsebuje konjugirana protitelesa CD34-PE (enaka kot protitelesa v 
reagentu CD45-FITC/CD34-PE) in identična neoznačena (nekonjugirana) protitelesa v 
prebitku. Konjugirana in nekonjugirana protitelesa tekmujejo za vezavo na antigen in ker 
je nekonjugiranih protiteles veliko več, zasedejo vsa specifična in nespecifična vezavna 
mesta na antigenu CD34. Če v kontrolnem vzorcu izmerimo fluorescenco, je le-ta 
posledica vezave konjugiranih protiteles na antigene preko fluorokroma. Rezultati 
izoklonske kontrole so običajno nizki. Če bi zaznali večjo nespecifično vezavo protiteles, 
bi morali zamenjati uporabljena konjugirana protitelesa (20, 21). Kot narekujejo sodobne 
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metode določanja CD34+ celic, smo uporabili multiparametrski pristop in strategijo 
zaporednega zamejevanja, zaradi česar je imela kontrola manjši pomen. Zaznali smo 
majhno število lažno pozitivnih dogodkov in jih po koncu analize odšteli od števila vseh 
pozitivnih signalov, izmerjenih v vzorcu (3, 12, 21). 
 
3.3.2 Reagenti 
Komplet Stem-Kit vsebuje reagente, ki smo jih uporabili za določitev CD34+ celic 
(Preglednica I). Z uporabo tega kompleta reagentov lahko na pretočnem citometru FC500 
analizramo vzorce venske krvi, popkovnične krvi, kostnega mozga in svežih ali odtajanih 
koncentratov. Poleg kompleta reagentov smo za analizo vzorcev potrebovali še 
deionizirano vodo in fosfatno pufrano slanico (PBS).  
 
Preglednica I: Reagenti v kompletu Stem-Kit za izvedbo analize CD34+ celic s pretočnim 
citometrom (20). 
Reagent Opis reagenta 
CD45-FITC/CD34-PE 
Reagent 
Fluorescenčno označena mišja mPt CD45-FITC in CD34- PE 
v PBS, ki sta mu dodana BSA in 0,1 % raztopina natrijevega 
azida (konzervans). MPt CD34-PE prepoznavajo epitope 




Kontrolni reagent z izoklonskimi fluorescenčno označenimi 
mišjimi mPt. Mešanica konjugiranih CD45-FITC mPt ter 
nekonjugiranih in PE-konjugiranih (identična CD34-PE) mPt 
v PBS, ki vsebuje BSA in 0,1 % raztopino natrijevega azida. 
Stem-Count 
Fluorospheres 
Polistirenske fluorescenčne mikrosfere (premer 10 µm) v 
vodni raztopini, ki vsebuje surfaktant in 1 % formaldehid. 
Fluorescenčno barvilo v fluorosferah vzbujamo s svetlobo 
valovne dolžine 488 nm (valovna dolžina argonskega laserja 
v pretočnem citometru), emitira pa fluorescenčno svetlobo 




7-AAD Viability Dye 
Fluorescenčno barvilo 7-AAD v 99 % raztopini PBS z 1 % 
DMSO. Emitira fluorescenčno svetlobo valovne dolžine 
635-675 nm. 
10 × NH4Cl  
Lysing Solution 
Desetkrat koncentrirana raztopina reagenta za liziranje, 
mešanica amonijevega klorida (NH4Cl), kalijevega 
bikarbonata (KHCO2) in dinatrijeve soli EDTA. 
(BSA – goveji serumski albumin; CD45-FITC – monoklonska protitelesa proti antigenu 
CD45, označena s fluorescein izotiocianatom; CD34-PE – monoklonska protitelesa proti 
antigenu CD34, označena s fikoeritrinom; DMSO – dimetilsulfoksid; EDTA –
 etilendiaminotetraocetna kislina; mPt – monoklonska protitelesa; PBS – fosfatno pufrana 
slanica; 7-AAD – 7-aminoaktinomicin D) 
 
Reagente smo shranjevali v hladilniku (2–8°C) in v temi, pred uporabo pa smo jih postavili 
na sobno temperaturo (18–25°C). Vsi reagenti razen raztopine za liziranje so bili že 
pripravljeni za uporabo in smo jih pipetirali neposredno iz embalaže. Reagent za liziranje 
smo pred uporabo pripravili tako, da smo ga desetkrat redčili z deionizirano vodo. Stem-
Count fluorosfere smo pred vsakim pipetiranjem nekaj sekund mešali na vorteksu, da smo 
jih resuspendirali (20).  
 
3.3.3 Priprava vzorcev za analizo 
Vzorce venske krvi in svežih koncentratov smo po odvzemu shranjevali na sobni 
temperaturi (18–25°C) in jih analizirali v čim krajšem času po sprejemu v laboratorij (za 
zanesljive rezultate moramo vzorce analizirati v štiriindvajsetih urah po odvzemu). Pred 
analizo s pretočnim citometrom smo določili hemograme vzorcev s hematološkim 
analizatorjem. Zanimala nas je koncentracija levkocitov, na osnovi katere smo po potrebi 
redčili vzorce in jo uporabili pri končnem izračunu koncentracij CD34+ po dvostopenjski 
metodi. Vzorce zamrznjenih koncentratov smo do izvedbe analize hranili v posodi s 
tekočim dušikom. Tik pred analizo smo vsako epruveto z zamrznjenim vzorcem posebej 
vzeli iz tekočega dušika s pinceto, vzorec čim hitreje odtalili v topli vodni kopeli (približno 
37°C), analizirali na hematološkem analizatorju in takoj za tem redčili s PBS (zaradi 
toksičnosti DMSO za celice smo vzorce redčili čim hitreje po odtajanju).  
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Za analizo na pretočnem citometru koncentracija levkocitov ne sme presegati 30 × 10
9
/L, 
zato smo vzorce po potrebi redčili s PBS na koncentracijo levkocitov 20–30 × 10
9
/L 
(9, 19). Faktor redčitve smo uporabili pri končnem izračunu koncentracije CD34+ celic po 
enostopenjski metodi.  
Za analizo smo pripravili tri epruvete in jih ustrezno označili (CD45/CD34/7-AAD dvakrat 
in CD45/kontrola/7-AAD). Vzorec smo analizirali v dvojniku, tretja epruveta pa je bila 
namenjena analizi kontrole. Vzorce in kontrole smo pripravili po navodilih proizvajalca 
(Preglednica II).  
 




CD45-FITC/CD34-PE 20 µL  
CD45-FITC/IsoClonic Control-PE  20 µL 
7-AAD 20 µL 20 µL 
Vzorec 100 µL 100 µL 
Vorteksiramo 5 sekund, inkubiramo v temi na sobni temperaturi 20 min. 
1× NH4Cl 2 mL 2 mL 
Vorteksiramo 5 sekund, inkubiramo v temi na sobni temperaturi 10 min. 
Stem-Count Fluorospheres 100 µL 100 µL 
Vorteksiramo 5 sekund, analiziramo na pretočnem citometru. 
 
Posebno previdni smo bili pri dodajanju reagenta s fluorosfearmi. Reagent smo pred 
uporabo dobro premešali (nekaj sekund na vibracijskem mešalniku, dovolj pa je tudi, če 
3-5-krat obrnemo embalažo z reagentom) in za pipetiranje uporabili kalibrirano pipeto in 
tehniko reverznega pipetranja. Z reverznim pipetiranjem smo zmanjšali možnost, da bi 
zajeli zračne mehurčke, zaradi česar bi bil volumen raztopine s fluorosferami premajhen. 
Analizo smo opravili takoj po dodatku reagenta s fluorosferami (analizo moramo opraviti v 
eni uri po dodatku fluorosfer) in vzorce, ki so po pripravi čakali na analizo, pred analizo še 




3.3.4 Izvedba analize s pretočnim citometrom in zamejevanje populacij  
Vse tri pripravljene epruvete smo vstavili v vrteči nosilec za vzorce v pretočnem citometru. 
V programu smo izbrali protokol za analizo matičnih celic v ročnem načinu in vpisali 
identifikacijo vzorca, oznako nosilca za epruvete in koncentracijo fluorosfer v 
uporabljenem lotu reagenta. Koncentracija fluorosfer je ključna za avtomatični izračun 
koncentracije CD34+ celic pri določitvi CD34+ celic po enostopenjski metodi. Nato smo 
zagnali analizo (9). Izvedba celotnega postopka (priprava vzorca in analiza) je običajno 
trajala 35–40 minut (12).  
Za zanesljivo določitev deleža in absolutne koncentracije CD34+ celic mora analizator v 
vsakem vzorcu prešteti vsaj 75000 CD45+ dogodkov in vsaj 1000 fluorosfer. Za vsak 
vzorec analizator izriše osem točkovnih diagramov (Slika 3), v katerih so prikazane le žive 
celice (torej celice, zamejene v območje J, Slika 3H). Z zaporednim zamejevanjem smo v 
prvih štirih diagramih ločili populacijo CD34+ KMC od ostalih celic in izključili 
morebitno nespecifično vezavo protiteles ter avtofluorescenco. Pri analizi smo nastavili 
zamejitev populacij le za prvo paralelko vzorca in zamejenih območij nismo spreminjali za 
drugo paralelko in kontrolo (20).  
 
Po protokolu ISHAGE smo zamejili CD34+ celice postopno, kot je opisano v nadaljevanju 
za vsak točkovni diagram posebej (Slika 3).  
A: SSC v odvisnosti od CD45-FITC (Slika 3A) 
V območje A so vključeni levkociti, v območje E pa smo posebej zamejili limfocite 
(majhno SSC, visoka intenziteta fluorescence CD45-FITC). Pozorni smo bili na to, da smo 
v območje E vključili tudi najmanjše limfocite (najmanjše SSC). 
B: SSC v odvisnosti od CD34-PE (Slika 3B) 
Diagram prikazuje celice iz območja A v diagramu A. V območje B smo zamejili CD34+ 
celice, za katere je značilno majhno do srednje SSC in večja intenziteta fluorescence PE 
kot pri ostalih analiziranih celicah.  
C: SSC v odvisnosti od CD45-FITC (Slika 3C) 
Diagram prikazuje celice, ki ustrezajo kriterijem območij A in B. V območju C smo 
zamejili skupek celic z majhnim SSC in nizko do srednjo intenziteto fluorescence FITC 





D: SSC v odvisnosti od FSC (Slika 3D) 
Diagram prikazuje celice, ki ustrezajo kriterijem vseh treh predhodnih območij A, B in C. 
V območju D smo še bolj natančno zamejili CD34+ celice, to so celice z majhnim SSC in 
majhnim do srednjim FSC. V območju D so zamejene celice, ki po protokolu ISHAGE 
ustrezajo vsem kriterijem za CD34+ celice glede sipanja svetlobe in intenzitete 
fluorescence. Zato sta delež in/ali koncentracija celic v območju D vrednosti, ki sta nas 
zanimali kot rezultat določitve CD34+ celic. Dogodki oziroma celice, ki se nahajajo izven 
območja D, so izključeni iz končnih rezultatov.  
E: CD34-PE v odvisnosti od CD45-FITC (Slika 3E) 
Točkovni diagram prikazuje vse analizirane dogodke. V območju H so prikazane 
analizirane fluorosfere, v območju I2 pa celice, ki so CD34 in CD45 pozitivne.  
F: SSC v odvisnosti od FSC (Slika 3F) 
Prikazani so limfociti, ki smo jih zamejili v prvem diagramu v območju E.  
G: Število Stem-Count fluorosfer v odvisnosti od časa (Slika 3G) 
Diagram prikazuje dogodke iz območja H na točkovnem diagramu E, to so vse analizirane 
fluorosfere. V območju G morajo biti fluorosfere razporejene homogeno in kontinuirano.  
H: SSC v odvisnosti od 7-AAD (Slika 3H) 
Točkovni diagram prikazuje vse dogodke iz območja A na diagramu A. V območje J smo 








Slika 3: Točkovni diagrami pri določanju KMC po protokolu ISHAGE s pretočnim 
citometrom Cytomics FC500. 
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Ob zaključku analize smo vedno preverili, da se rezultata analize paralelk vzorca med 
seboj ne razlikujeta za več kot 10 % povprečne vrednosti obeh meritev in da je vrednost 
kontrole prav tako manjša od 10 % povprečne vrednosti paralelk. Analizo smo izvajali po 
enostopenjski metodi z dodatkom fluorosfer, zato je pretočni citometer v izvidu že podal 
delež in koncentracijo CD34+ celic (vrednosti v območju D, Slika 3D). Izračunali smo 
povprečno vrednost rezultatov obeh paralelk in od vrednosti odšteli rezultate analize 
kontrole. Pri vzorcih, ki smo jih predhodno redčili, smo rezultat pomnožili s faktorjem 
redčenja. Za vsak vzorec smo izračunali tudi rezultat določitve CD34+ celic po 
dvostopenjski metodi. Od povprečne vrednosti meritev deležev CD34+ celic v obeh 
paralelkah vzorca smo odšteli vrednost kontrole (pri vseh treh meritvah smo kot rezultat 
določitve upoštevali vrednosti v območju D, Slika 3D) in vrednost pomnožili s 
koncentracijo levkocitov v vzorcu. Rezultat analize smo podali kot odstotek CD34+ celic 
glede na koncentracijo vseh levkocitov in kot absolutno koncentracijo CD34+ celic, 
določeno po enostopenjskem in dvostopenjskem postopku protokola ISHAGE (3, 20).  
 
 
3.4 Določanje krvotvornih matičnih celic s hematološkim 
analizatorjem Sysmex XN-1000 
Določanje krvne slike z avtomatiziranim hematološkim analizatorjem Sysmex XN-1000 je 
hitro, enostavno, zanesljivo in standardizirano. V različnih kanalih analizatorja poteka 
merjenje različnih parametrov pod posebnimi pogoji in s primernimi metodami. Sysmex 
XN-1000 izvaja štetje krvnih celic ter diferenciranje levkocitov in je opremljen z dodatnim 
kanalom WPC (angleško »white precursor cell«) za določanje atipičnih limfocitov in 
blastnih celic. V tem kanalu poteka analiza KMC oziroma krvotvornih predniških celic 
(HPC, angleško »hematopoietic progenitor cell«) (8, 23). Analizator potrebuje za analizo 
krvne slike in XN-HPC (HPC, ki jih določimo z analizatorjem Sysmex XN-1000) skupaj 
190 µL vzorca venske krvi ali pripravka afereze. Analiza poteče v nekaj minutah, med tem 
časom pa analizator aspirira vzorec dvakrat. Prvič aspirira 88 µL vzorca in jih porazdeli v 
vse razpoložljive kanale (razen v WPC kanal), v katerih poteče analiza vseh parametrov 
krvne slike (razen določitev XN-HPC). Nato aspirira še 102 µL vzorca in jih razdeli v štiri 
alikvote. Meritev vseh štirih alikvotov poteče v kanalu WPC v načinu Stem Cell Mode pod 
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pogoji za določanje XN-HPC. Analizator poda rezultat določanja XN-HPC kot povprečno 
vrednost štirih meritev, izraženo v odstotkih in kot absolutno koncentracijo XN-HPC (24). 
 
3.4.1 Princip določanja XN-HPC 
Določanje XN-HPC v kanalu WPC poteka po principu pretočne citometrije in z uporabo 
dveh reagentov – reagenta za liziranje, ki vsebuje polioksietilen (površinsko aktivna snov 
oziroma surfaktant) in reagenta za barvanje, ki vsebuje polimetinsko fluorescenčno barvilo. 
Med inkubacijo vzorca z reagenti surfaktant odstrani lipidne komponente membran, zaradi 
česar nastanejo v membranah celic majhne pore, skozi katere lahko v celice prehaja 
fluorescenčno barvilo in se veže na nukleinske kisline ali proteine v celičnih organelih 
(Slika 4). Ob tem se zaradi poškodb membran zmanjša volumen celic (16).  
 
 
Slika 4: Reakcija surfaktanta s celičnimi membranami nezrelih in zrelih celic ter 
obarvanje poškodovanih celic s fluorescenčnim barvilom (prirejeno po 16). 
 
Identifikacija nezrelih celic brez uporabe monoklonskih protiteles je mogoča zaradi 
različne sestave membrane nezrelih in zrelih celic. Med dozorevanjem in diferenciacijo 
celic se spreminjajo lastnosti njihove membrane, citoplazme in znotrajceličnih granul. 
Delež lipidov v membranah. z zorenjem celic narašča. V membranah zrelih celic je 
količina lipidov torej večja kot v membranah nezrelih celic, njihove membrane so po 
inkubaciji s surfaktantom bolj poškodovane in v celice pride večja količina 
fluorescenčnega barvila. Intenziteta izmerjene fluorescence je pri zrelih celicah večja kot 
pri nezrelih, njihov volumen pa se zaradi poškodb membrane zmanjša. Membrane nezrelih 
celic vsebujejo manj lipidov, zato so po inkubaciji s surfaktantom manj poškodovane, v 
celice vstopi manj barvila in posledično so fluorescenčni signali blastnih celic šibki. 
Volumen blastnih celic ostane skoraj nespremenjen (16).  
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Po inkubaciji z reagentom za liziranje in fluorescenčnim barvilom poteka optična detekcija 
celic po principu pretočne citometrije. S pomočjo hidrodinamičnega fokusiranja in z 
uporabo polprevodniškega laserja analizator za vsako celico določi tri signale: FSC, ki daje 
informacijo o velikosti celice, SSC, ki daje informacijo o notranji zgradbi celice 
(granuliranosti) in intenziteto fluorescence (SFL, angleško »side fluorescent light«), ki 
odraža zrelost celice. Za HPC je značilno srednje visoko prednje sipanje, nizko stransko 
sipanje in majhna do srednja intenziteta fluorescence (Slika 5) (8, 16).  
 
 
Slika 5: Položaj populacij analiziranih celic na razsevnih diagramih hematološkega 
analizatorja glede na različne merjene parametre (prirejeno po 16). 
(FSC – prednje sipanje svetlobe; SFL – intenziteta fluorescence; SSC – stransko sipanje 
svetlobe) 
 
Celice, ki so krvotvornim matičnim celicam morfološko podobne (npr. limfociti, nezreli 
eritrociti), analize ne motijo, saj se od matičnih celic razlikujejo po sestavi membrane in jih 
zato lahko zanesljivo ločimo. V primerjavi z limfociti imajo HPC večje prednje in enako 
stransko sipanje, intenziteta fluorescence pa je nižja (8). 
 
3.4.2 Izvedba analize s hematološkim analizatorjem 
Vzorcev venske krvi in svežih koncentratov ni bilo potrebno posebej pripravljati za 
analizo. Vzorce zamrznjenih koncentratov smo do izvedbe analize hranili v posodi s 
tekočim dušikom. Tik pred analizo smo vsako epruveto z zamrznjenim vzorcem posebej 
vzeli iz tekočega dušika s pinceto, vzorce čim hitreje odtalili v topli vodni kopeli (približno 
29 
 
37°C) in jih takoj za tem analizirali s hematološkim analizatorjem. Vzorce smo analizirali 
čim hitreje po odtajanju zaradi toksičnosti DMSO za celice.  
Kadar smo s hematološkim analizatorjem določali le hemogram, smo s črtno kodo 
opremljene vzorce zložili v nosilec, od koder je analizator enega za drugim analiziral. 
Kadar smo želeli poleg hemograma določiti tudi XN-HPC, smo analizirali vsak vzorec 
posebej v ročnem načinu. Na analizatorju smo pritisnili gumb za preklop na ročni način, 
pri tem se je držalo za epruvete pomaknilo naprej in vanj smo vstavili epruveto z vzorcem, 
k smo jo pred tem nekajkrat obrnili. Z nežnim obračanjem epruvete smo premešali vzorec 
in s tem zagotovili čim večjo homogenost vzorca. V ročnem načinu analizator namreč sam 
ne obrača epruvet z vzorci, tako kot v avtomatiziranem načinu pri določanju hemograma. 
Na ekranu računalnika smo izbrali način HPC in označili, da je epruveta odprta, ker smo 
vedno izvajali analize z odprtimi epruvetami (analizator omogoča tudi analizo vzorca v 
zaprti epruveti, kar moramo prav tako označiti pred analizo). Vpisali smo podatke o 
bolniku ali darovalcu (če je vzorec označen s črtno kodo, lahko odčitamo črtno kodo s 
čitalcem) in na analizatorju pritisnili gumb za začetek analize (23). 
 
 
3.5 Statistične analize 
Statistične analize zbranih meritev smo opravili s programom MedCalc (verzija 18.11.6). 
V analize smo vključili rezultate analiz s pretočnim citometrom po dvostopenjski metodi in 
rezultate analiz s hematološkim analizatorjem. Statistične analize smo izvedli za vse vzorce 
skupaj, za vsako skupino vzorcev posebej (venska kri, sveži koncentrati in zamrznjeni 
koncentrati) in znotraj posamezne skupine ločeno za izmerjene koncentracije in deleže 
KMC. Poleg tega smo statistične analize opravili tudi na podskupini vzorcev venske krvi s 
koncentracijo levkocitov do 3 × 10
9
/L (tudi v tem primeru ločeno za izmerjene 
koncentracije in deleže KMC), saj nas je posebej zanimalo ujemanje med metodama pri 
vzorcih venske krvi z zelo nizkimi koncentracijami levkocitov. Za preverjanje normalnosti 
porazdelitve podatkov smo uporabili Kolmogorov-Smirnov test, korelacijo med metodama 
smo računali z neparametričnim Spearmanovim koeficientom korelacije (rezultate smo 
upoštevali kot statistično značilne pri stopnji značilnosti p < 0,05), za oceno ujemanja med 
metodama pa smo izvedli Bland-Altmanovo analizo.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Vsak vzorec smo analizirali s hematološkim analizatorjem Sysmex XN-1000, s katerim 
smo določili koncentracijo levkocitov ter delež in koncentracijo XN-HPC, in s pretočnim 
citometrom Beckman Coulter Cytomics FC 500, s katerim smo določili delež in 
koncentracijo CD34+ celic. Primerjavo določanja KMC s pretočno citometrijo in 
hematološkim analizatorjem smo začeli s preverjanjem porazdelitve podatkov. Uporabili 
smo test Kolmogorov-Smirnov in preverili porazdelitev podatkov za vse vzorce skupaj in 
za vsako skupino vzorcev posebej, znotraj teh pa ločeno za izmerjene koncentracije in 
deleže CD34+ celic in XN-HPC. Rezultati testa so za večino testiranih skupin pokazali, da 
podatki niso normalno porazdeljeni. Zato smo v nadaljevanju za izračun korelacije med 
metodama uporabili Spearmanov koeficient korelacije (rS), ki je neparametrični test. Za 
oceno ujemanja med metodama smo izvedli Bland-Altmanovo analizo. Tudi korelacijsko 
in Bland-Altmanovo analizo smo izvedli za vse vzorce skupaj (Preglednica III, Slika 6, 
Slika 7) in za vsako skupino vzorcev posebej. 
 
Podatki o izmerjenih koncentracijah in deležih CD34+ in XN-HPC v vseh analiziranih 
vzorcih (N = 179) niso porazdeljeni normalno.  
Korelacija med koncentracijami CD34+ in XN-HPC v vseh analiziranih vzorcih (N = 179) 
je zelo močna in statistično značilna, vrednost Spearmanovega koeficienta korelacije (rS) je 
0,902 (95 % interval zaupanja (IZ) za rS: 0,870-0,926) (Slika 6A).  
Korelacija med deleži CD34+ in XN-HPC v vseh analiziranih vzorcih (N = 179) je močna 






Slika 6: Korelacija med koncentracijami (A) in deleži (B) CD34+ in XN-HPC v vseh 
vzorcih (N = 179). 
 
Glede na rezultate korelacijske analize metodi dobro korelirata. Bland-Altmanova 
diagrama meritev koncentracij in deležev kažeta, da je ujemanje med metodama boljše pri 
nižjih in slabše pri višjih koncentracijah oziroma deležih KMC (Slika 7). Povprečje razlik 
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meritev koncentracij je 97,35 × 10
6
/L, povprečje razlik meritev deležev pa 0,068 %. Limite 
ujemanja omejujejo širok interval ujemanja tako pri meritvah koncentracij kot tudi pri 




Slika 7: Bland-Altmanov diagram meritev koncentracij (A) in deležev (B) KMC v vseh 
vzorcih (N = 179). 
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Večina podatkov je zgoščenih do povprečja koncentracij okrog 2000 × 10
6
/L oziroma 
povprečja deležev okrog 1 %. Nad tema povprečjema je meritev manj, ujemanje med 
metodama pa je v primerjavi z nižjimi koncentracijami oziroma deleži slabše. Pri višjih 
koncentracijah KMC vidimo na diagramih več odstopajočih vzorcev oziroma meritev, ki se 
nahajajo izven intervala ujemanja (± 1,96 SD od povprečja razlik). Pri vzorcih, pri katerih 
se rezultata meritev z obema metodama močno razlikujeta, smo v večini primerov s 
pretočnim citometrom izmerili višje vrednosti kot s hematološkim analizatorjem. 
 
V nadaljnjih poglavjih predstavljamo ujemanje metod ločeno za vsako od skupin vzorcev v 
spodnji preglednici (Preglednica III). Pri primerjavi smo se osredotočili na meritve 
koncentracij, saj so to vrednosti, ki jih uporabljamo tudi pri sprejemanju kliničnih 
odločitev. Vrednosti deležev in koncentracij so med seboj povezane (koncentracije smo 
izračunali iz deležev), zato smo se odločili, da bomo primerjali le eno od vrednosti.  
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(IZ za rS – interval zaupanja za Spearmanov koeficient korelacije; konc. – koncentracija; 
LKC – koncentracija levkocitov; N – število statističnih enot v vzorcu; PK – venska kri; 
p vrednost – stopnja značilnosti; rS – Spearmanov koeficient korelacije; SK – sveži 
koncentrati; ZK – zamrznjeni koncentrati; % – delež) 
 
 
4.1 Vzorci venske krvi 
Podatki o izmerjenih koncentracijah in deležih CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi 
(N = 103) niso porazdeljeni normalno.  
 
Korelacija med koncentracijami in deleži CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi je 
močna in statistično značilna (Slika 8). Kljub temu je koeficient korelacije nekoliko nižji, 
kot ga navajajo v nekaterih drugih študijah (16, 17, 18). 
Korelacija med koncentracijami CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi (N = 103) je 
močna in statistično značilna, rS = 0,780 (95 % IZ za rS: 0,691–0,846).  
Korelacija med deleži CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi (N = 103) je močna in 





Slika 8: Korelacija med koncentracijami (A) in deleži (B) CD34+ in XN-HPC v vzorcih 
venske krvi (N = 103). 
 
Bland-Altmanova analiza je pokazala, da je povprečna vrednost razlik izmerjenih 
koncentracij KMC v vzorcih venske krvi −7,23 × 10
6
/L, povprečna vrednost deležev pa 
−0,013 % (Slika 9). Razlika je v primerjavi z ostalimi skupinami vzorcev relativno majhna, 
ni pa zanemarljiva, če upoštevamo, da klinične odločitve sprejemamo pri koncentracijah 






Slika 9: Bland-Altmanov diagram meritev koncentracij (A) in deležev (B) KMC v vzorcih 
venske krvi (N = 103). 
 
Pri višjih koncentracijah KMC so razlike med metodama večje in prispevajo k večji 
povprečni razliki. Večanje razlik opazimo pri povprečju meritev približno 60 × 10
6
/L, kar 
ustreza koncentraciji 50 × 10
6





pojavljajo v manjši meri, kot pari meritev s povprečjem nižjim od te vrednosti (povprečje 
18 parov meritev od 103 je višje od 60 × 10
6
/L). Poleg tega so koncentracije KMC v tem 
območju visoke in slabše ujemanje med metodama ne vpliva na klinične odločitve. Večje 
razlike se pojavljajo v pozitivni in negativni smeri od povprečja razlik, zato lahko rečemo, 
da ni prisotna večja sistematična napaka. Za začetek afereze se običajno odločamo pri 
koncentracijah KMC med 15 in 20 × 10
6
/L. Če bi se želeli odločati o začetku afereze na 
osnovi meritev KMC s hematološkim analizatorjem, bi se morali metodi v območju teh 
koncentracij zelo dobro ujemati. Z Bland-Altmanovo analizo lahko potrdimo, da se metodi 
dobro ujemata v območju sprejemanja kliničnih odločitev. Upoštevati pa moramo, da je 
hematološki analizator izmeril v povprečju za 7,23 × 10
6
/L višje vrednosti kot pretočni 
citometer. Pri koncentracijah XN-HPC med 15 in 20 × 10
6
/L, bi bile izmerjene 
koncentracije CD34+ lahko nižje in bi se na osnovi meritev s hematološkim analizatorjem 
nepravilno oziroma prezgodaj odločili za začetek afereze. Da bi se takšnim napakam 
izognili, bi lahko določili nekoliko višjo koncentracijo XN-HPC, pri kateri bi se odločili za 
začetek afereze zgolj na osnovi rezultatov analize s hematološkim analizatorjem – 
predlagamo koncentracijo 25 × 10
6
/L. Pri vzorcih z nižjimi koncentracijami XN-HPC bi 
dodatno opravili analizo s pretočnim citometrom in se na osnovi teh rezultatov odločili o 
začetku afereze.  
 
4.1.1 Vzorci venske krvi s koncentracijo levkocitov ≤ 3 × 10
9
/L 
Za statistično analizo smo imeli na voljo meritve dvanajstih vzorcev venske krvi s 
koncentracijami levkocitov do 3 × 10
9
/L. Normalno so bili porazdeljeni deleži in 
koncentracije CD34+ celic ter deleži XN-HPC, koncentracije XN-HPC pa niso bile 
porazdeljene normalno.  
 
Ker so nekateri podatki normalno porazdeljeni, bi teoretično lahko ovrednotili korelacijo s 
Pearsonovim koeficientom. Vendar smo se zaradi boljše preglednosti in lažje primerjave 
rezultatov odločili podati rezultate istih testov za vse skupine vzorcev in izračunali 




Korelacija med koncentracijami CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov (N = 12) je zanemarljiva in ni statistično značilna, rS = 0,111 
(95 % IZ za rS: −0,495–0,644) (Slika 10A). 
Korelacija med deleži CD34+ in XN-HPC v vzorcih venske krvi z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov (N = 12) je zanemarljiva in ni statistično značilna, rS = −0,077 
(95 % IZ za rS = −0,623–0,520) (Slika 10B). 
Za primerjavo smo izračunali tudi Pearsonov koeficient korelacije in dobili podobne 
rezultate. Vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije med koncentracijami CD34+ in 






Slika 10: Korelacija med koncentracijami (A) in deleži (B) CD34+ in XN-HPC v vzorcih 
venske krvi s koncentracijami levkocitov ≤ 3 × 10
9
/L (N = 12). 
 
Izračunana korelacija med metodama je zelo nizka, kar je razvidno tudi iz grafov korelacije 
(Slika 10). Izračunana Spearmanova koeficienta korelacije nista statistično značilna, na kar 
verjetno najbolj vpliva majhno število vzorcev, vključenih v analizo (N = 12). Za 
statistično značilne rezultate testa in pravilno interpretacijo rezultatov bi morali analizirati 
večje število vzorcev. V drugih študijah ujemanja metod niso računali korelacije v tej 
skupini vzorcev, zato naših rezultatov ne moremo primerjati z rezultati drugih študij. Viri 
navajajo, da je bila pri predhodnih serijah analizatorjev Sysmex (pri seriji SE in XE) 
korelacija med metodama slabša pri meritvah vzorcev venske krvi z izmerjeno 
koncentracijo XN-HPC nižjo od 5 × 10
6
/L. Pri teh vzorcih je bila izmerjena koncentracija 
CD34+ celic običajno višja kot koncentracija XN-HPC, zato so za zanesljive rezultate 
izvajali analize na pretočnem citometru. Pri seriji XN hematoloških analizatorjev Sysmex 
so izboljšali detekcijo KMC, korelacija med metodama naj bi bila močna tudi pri nizkih 
koncentracijah KMC in zato naj ne bi bile potrebne analize s pretočnim citometrom tudi pri 
vzorcih z izmerjenimi nizkimi koncentracijami XN-HPC (18).  
 
Z Bland-Altmanovo analizo smo preverili ujemanje med metodama tudi v skupini vzorcev 
z nizkimi koncentracijami levkocitov. Povprečna razlika med metodama pri meritvah 
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koncentracij CD34+ in XN-HPC je −3,07 × 10
6
/L, pri meritvah deležev pa −0,176 % 
(Slika 11). Interval ujemanja je relativno širok, glede na to, da so količine KMC v vzorcih 
relativno nizke. Primerjali smo tudi posamezne pare meritev in ugotovili, da so odstopanja 




Slika 11: Bland-Altmanov diagram meritev koncentracij (A) in deležev (B) KMC v vzorcih 
venske krvi s koncentracijo levkocitov ≤ 3 × 10
9
/L (N = 12). 
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Preglednica IV: Koncentracije in deleži KMC v vzorcih venske krvi s koncentracijo 
levkocitov ≤ 3 × 10
9



















% XN-HPC % CD34+ 
SSŽ57 1,11 7,00 3,16 0,590 0,285 
BGM76 1,15 10,00 6,04 0,850 0,525 
BLM000 1,16 4,00 2,38 0,340 0,205 
KIM59 1,42 18,00 3,41 1,310 0,240 
ŠNŽ48 1,78 9,00 18,87 0,500 1,060 
ŠNŽ48 1,81 11,00 15,75 0,610 0,870 
BBM56 1,88 10,00 11,37 0,550 0,605 
IEŽ75 2,06 4,00 7,93 0,180 0,385 
ŠNŽ48 2,15 10,00 5,81 0,470 0,270 
OJM48 2,33 10,00 15,03 0,430 0,645 
JSŽ65 2,46 31,00 0,37 1,260 0,015 
PJM48 2,51 26,00 23,09 1,050 0,920 
(CD34+ – KMC, izmerjene s pretočnim citometrom; ID – identifikacija; Konc.– 
koncentracija; LKC – levkociti; XN-HPC – KMC, izmerjene s hematološkim 
analizatorjem; % – delež) 
 
Vzorci z zelo nizko koncentracijo levkocitov imajo običajno tudi nizke koncentracije 
KMC. Le pri manjšem številu vzorcev s koncentracijo levkocitov manjšo ali enako 
3 × 10
9
/L je koncentracija KMC dovolj visoka za začetek afereze. S pretočnim citometrom 
smo med dvanajstimi vzorci le pri štirih izmerili koncentracijo CD34+ nad 15 × 10
6
/L in 
med temi le pri enemu nad 20 × 10
6
/L. To so koncentracije KMC, pri katerih se običajno 
odločimo za začetek afereze (15–20 × 10
6
/L). Glede na meritve s pretočnim citometrom bi 
se pri teh štirih vzorcih teoretično lahko odločili za začetek afereze. Če pogledamo 
rezultate analiz istih štirih vzorcev s hematološkim analizatorjem, vidimo, da smo le pri 
enem izmerili koncentracijo KMC, dovolj visoko za začetek afereze. Torej bi z uporabo 






bolnikov z zelo nizkimi koncentracijami levkocitov, oziroma pri 
1
4
 bolnikov z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov in dovolj visokimi koncentracijami KMC za začetek afereze. 
Poglejmo še obratno. S hematološkim analizatorjem smo pri treh vzorcih izmerili zadostno 
koncentracijo XN-HPC za začetek afereze, izkazalo pa se je, da se meritev ujema s 
pretočno citometrijo le pri enem vzorcu, v drugih dveh primerih pa je pretočni citometer 




pri katerih je bila izmerjena koncentracija XN-HPC dovolj visoka za začetek afereze. V 
prejšnjem poglavju smo predlagali, da se na osnovi meritev s hematološkim analizatorjem 
odločimo za začetek afereze pri koncentraciji 25 × 10
9
 XN-HPC/L. V skupini vzorcev z 
nizkimi koncentracijami levkocitov je bila koncentracija XN-HPC pri dveh vzorcih nad 
25 × 10
9
/L, vendar je bila pri enem koncentracija lažno povišana. V tej skupini vzorcev bi 
morali vse povišane rezultate XN-HPC najprej preveriti s pretočno citometrijo in rezultate 
slednje upoštevati za odločitev o začetku afereze.  
Razlike med metodama so precej nepredvidljive – ne moremo napovedati, v kateri smeri in 
kolikšna bo razlika. Niso prisotne stalne, sistematične razlike, ki bi jih z določeno 
korekcijo rezultatov lahko zaobšli. Meritve s hematološkim analizatorjem se ne ujemajo 
dovolj dobro s pretočno citometrijo, da bi samo na osnovi rezultatov hematološkega 
analizatorja lahko sprejemali ustrezne odločitve o začetku afereze. Lahko pa bi v 
laboratorijsko odločanje dodali določanje CD34+ celic s hematološkim analizatorjem in 
preverjanje s pretočnim citometrom, ko hematološki analizator pokaže zvečan delež 
XN-HPC, kar bi pri posameznih bolnikih izboljšalo (pospešilo) postopek zbiranja KMC. 
Kot že omenjeno, smo vzorcem z zelo nizkimi koncentracijami levkocitov posvetili 
posebno pozornost zato, ker lahko pri danes uveljavljenem protokolu dela spregledamo 
vzorce, ki imajo kljub nizki koncentraciji levkocitov dovolj visoko koncentracijo KMC, saj 
jih s pretočnim citometrom ne analiziramo. Želeli smo ugotoviti, ali bi te vzorce lahko 
prepoznali s hitro in enostavno analizo na hematološkem analizatorju in pozneje potrdili 
rezultate s pretočno citometrijo. Če bi želeli odkriti vse bolnike s primerno koncentracijo 
KMC za začetek afereze, bi morali izvajati vse analize na pretočnem citometru, saj kljub 
določitvi XN-HPC s hematološkim analizatorjem lahko spregledamo nekatere vzorce z 
zadostno količino KMC. Če je bolnikov z nizkimi koncentracijami levkocitov zelo malo, 
analiza vsakega vzorca s pretočno citometrijo verjetno ne bi preveč obremenila rutinskega 
dela. Če analiza vseh vzorcev s pretočnim citometrom za laboratorij ni mogoča ali 
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smiselna, bi tudi vpeljava meritev KMC s hematološkim analizatorjem vsaj pri določenem 
deležu bolnikov omogočila bolj pravilno odločanje o začetku afereze. V odločitveno pot 
glede začetka afereze bi lahko dodali meritve XN-HPC pri vseh vzorcih s koncentracijo 
levkocitov do 3 × 10
6
/L in v primeru visokih vrednosti rezultate potrdili s pretočnim 
citometrom. S tem vsaj pri 
1
4
 bolnikov z dovolj visokimi koncentracijami KMC omogočili 
bolj pravilno odločitev o začetku afereze (v primerjavi z dosedanjo rutinsko prakso). 
Število vzorcev oziroma meritev, ki smo jih imeli na voljo, je za postavljanje trdnih 
zaključkov premajhno, zato bodo za bolj zanesljive rezultate potrebne nadaljnje analize. 
Ostale študije ujemanja metod merjenja KMC s hematološkim analizatorjem in pretočnim 
citometrom se ne osredotočajo na meritve vzorcev z nizkimi koncentracijami levkocitov, 
zato naših rezultatov ne moremo primerjati z rezultati drugih študij. 
 
 
4.3 Vzorci svežih koncentratov 
Podatki o izmerjenih koncentracijah in deležih CD34+ in XN-HPC v vzorcih svežih 
koncentratov (N = 56) niso porazdeljeni normalno. 
 
Izmed vseh skupin analiziranih vzorcev je korelacija najmočnejša pri vzorcih svežih 
koncentratov. Korelacija je zelo močna in statistično značilna tako med koncentracijami 
kot tudi med deleži CD34+ in XN-HPC (Slika 12). Izmerjene vrednosti Spearmanovega 
koeficienta se ujemajo z vrednostmi iz drugih študij (17, 18). 
Korelacija med koncentracijami CD34+ in XN-HPC v vzorcih svežih koncentratov 
(N = 56) je zelo močna in statistično značilna, rS = 0,912 (95 % IZ za rS: 0,854–0,948).  
Korelacija med deleži CD34+ in XN-HPC v vzorcih svežih koncentratov (N = 56) je zelo 







Slika 12: Korelacija med koncentracijami (A) in deleži (B) CD34+ in XN-HPC v vzorcih 
svežih koncentratov (N = 56). 
 
Bland-Altmanova analiza je pokazala, da razlike med metodama kljub zelo močni 
korelaciji niso zanemarljive. Povprečna razlika med meritvami koncentracij je 
35,89 × 10
6
/L, med meritvami deležev pa −0,006 %. Limite ujemanja v obeh primerih 






Slika 13: Bland-Altmanov diagram meritev koncentracij (A) in deležev (B) KMC v vzorcih 
svežih koncentratov (N = 56). 
 
Bland-Altmanova diagrama kažeta, da se rezultati analiz svežih koncentratov bolje 
ujemajo pri nižjih koncentracijah oziroma deležih KMC. Z večanjem koncentracij oziroma 
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deležev KMC v vzorcih se večajo tudi razlike med metodama. V vzorcih, pri katerih so 
razlike med metodama največje, so koncentracije KMC zelo visoke in v večini primerov 
smo izmerili višje vrednosti s pretočnim citometrom. Pri sprejemanju kliničnih odločitev v 
primeru svežih koncentratov ni pomembna le koncentracija, ampak predvsem 
koncentracija KMC na kilogram telesne mase prejemnika celičnega pripravka. Zato težje 
ocenimo, v katerem območju koncentracij KMC se metodi dovolj dobro ujemata, da bi na 
osnovi meritev s hematološkim analizatorjem lahko sprejemali ustrezne klinične odločitve. 
Za eno presaditev moramo zbrati najmanj 2 × 10
6
 KMC/kg, še bolje pa 2-5 × 10
6
 KMC/kg 
telesne mase prejemnika. Pregledali smo rezultate posameznih analiz vzorcev svežih 
koncentratov in izračunane koncentracije CD34+ celic/kg telesne mase za posameznega 
prejemnika. Ugotovili smo, da so bile pri vzorcih z izračunano koncentracijo KMC več kot 
2 × 10
6
/kg izmerjene vrednosti KMC običajno višje od 700 × 10
6
/L. Na Bland-
Altmanovem diagramu (Slika 13A) vidimo, da se v območju koncentracij okrog 
700 × 10
6
/L razlike med metodama še ne večajo. V primerih izračunanih koncentracij 
okrog 5 × 10
6
 KMC/kg in več so bile koncentracije KMC 1800 × 10
6
/L in več. Torej se v 
območju sprejemanja kliničnih odločitev metodi dobro ujemata, ujemanje pa je slabše v 
območju, kjer so koncentracije KMC v celičnih pripravkih zelo visoke in je celic običajno 
dovolj za eno presaditev. Ne glede na to pa vzorce svežih koncentratov vedno analiziramo 
s pretočnim citometrom, saj gre za vrednosti, ki so ključne za uspešen potek presaditve. 
 
V nekaterih transplantacijskih centrih merijo koncentracije KMC tudi med aferezo in na 
osnovi zbranega števila KMC prilagajajo trajanje afereze. Spremljanje zbrane količine 
celic omogoča, da v postopku afereze zagotovimo dovolj veliko koncentracijo celic za 
presaditev in ne podaljšujemo postopka, če to ni potrebno. Viri navajajo, da se meritve 
KMC s pretočnim citometrom in s hematološkim analizatorjem Sysmex serije XN dobro 
ujemajo pri vzorcih odvzetih med aferezo, zato meritve s hematološkim analizatorjem 
lahko uporabljamo za spremljanje in prilagajanje poteka afereze (17). Na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino ne odvzemajo vzorcev med aferezo in tudi pri eksperimentalnem 
delu naloge teh vzorcev nismo analizirali. Na osnovi rezultatov analize ujemanja metod pri 
vzorcih venske krvi in svežih koncentratov lahko sklepamo, da bi tudi na naši populaciji 
bolnikov in darovalcev z uporabljenima analizatorjema potrdili dobro ujemanje med 
metodama pri vzorcih, odvzetih med aferezo. Metodi se namreč dobro ujemata na območju 
koncentracij KMC, izmerjenih v venski krvi in na območju nižjih koncentracij celic v 
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svežih koncentratih. Vendar o tem lahko samo sklepamo. Za oceno primernosti 
spremljanja in vodenja afereze na osnovi meritev s hematološkim analizatorjem bi morali 
analizirati vzorce, odvzete med aferezo. Pristop določanja KMC med odvzemom bi lahko 
bil v veliko pomoč tudi pri klasičnem odvzemu kostnega mozga, kjer se med samim 
postopkom preverja količina zbranih celic za zdaj le na osnovi ocene o koncentraciji 
zbranih levkocitov, ki je precej nezanesljiv kazalec. Žal je klasičnih odvzemov malo in 
vzorca v času opravljanja naloge nismo prejeli.  
 
 
4.4 Vzorci zamrznjenih koncentratov 
Podatki o izmerjenih koncentracijah in deležih CD34+ in XN-HPC v vzorcih zamrznjenih 
koncentratov (N = 20) niso porazdeljeni normalno. 
 
Korelacija med koncentracijami CD34+ in XN-HPC v vzorcih zamrznjenih koncentratov 
(N = 20) je šibka in statistično ni značilna, rS = 0,195 (95 % IZ za rS: −0,270–0,587) 
(Slika 14A).  
Med deleži CD34+ in XN-HPC v vzorcih zamrznjenih koncentratov (N = 20) je korelacija 
še nižja, zanemarljiva in prav tako ni statistično značilna, rS = 0,029 (95 % IZ za 





Slika 14: Korelacija med koncentracijami (A) in deleži (B) CD34+ in XN-HPC v vzorcih 
zamrznjenih koncentratov (N = 20). 
 
Rezultati kažejo, da metodi ne korelirata dobro pri analizah vzorcev zamrznjenih 
koncentratov. Tudi grafa prikazujeta slabo korelacijo, saj z naraščanjem koncentracij in 
deležev CD34+ celic koncentracije in deleži XN-HPC ne naraščajo. Za zanesljivo 
interpretacijo bi morali analizirati večje število vzorcev, saj izračunana koeficienta 
korelacije nista statistično značilna.  
 
Z Bland-Altmanovih diagramov lahko razberemo, da sta povprečni razliki med meritvami 
koncentracij in deležev visoki, 808,06 × 10
6
/L in 0,691 %, limite ujemanja pa omejujejo 






Slika 15: Bland-Altmanov diagram meritev koncentracij (A) in deležev (B) KMC v vzorcih 
zamrznjenih koncentratov (N = 20). 
 
Tako kot pri ostalih skupinah analiziranih vzorcev, je tudi pri zamrznjenih koncentratih 
ujemanje med metodama boljše pri nižjih koncentracijah oziroma deležih KMC. Z 
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večanjem koncentracij oziroma deležev KMC so tudi razlike med metodama vedno večje. 
Kot prikazujeta Bland-Altmanova diagrama, so razlike med metodama večje nad 
povprečjem koncentracij približno 700 × 10
6
/L oziroma nad povprečjem deležev približno 
0,50 %, kar se ujema s koncentracijami in deleži CD34+ celic nad 1300 × 10
6
/L oziroma 
nad 0,90 %. Tudi pri tej skupini vzorcev opazimo, da so pri višjih koncentracijah oziroma 
deležih razlike v pozitivni smeri, torej s pretočnim citometrom izmerimo višje vrednosti 
KMC kot s hematološkim analizatorjem.  
 
Šibka korelacija in slabo ujemanje med metodama glede na Bland-Altmanovo analizo 
kažeta, da s hematološkim analizatorjem ne moremo zanesljivo izmeriti vrednosti KMC v 
vzorcih zamrznjenih koncentratov. Za zanesljivo določitev KMC moramo izvajati analize s 
pretočnim citometrom. Vendar smo imeli za statistične analize na voljo majhno število 
parnih meritev (N = 20) in bi morali za bolj zanesljive rezultate analizirati večje število 
vzorcev. V drugih študijah ujemanja niso obravnavali vzorcev zamrznjenih koncentratov, 
zato naših rezultatov ne moremo primerjati z rezultati drugih študij. 
 
 
4.5 Odstopajoče meritve 
Po opravljenih statističnih analizah podatkov nas je zanimalo, ali lahko najdemo vzroke za 
večja odstopanja med metodama. Ponovno smo pregledali rezultate meritev vzorcev, pri 
katerih sta se rezultata analize z obema metodama zelo razlikovala. Vzorce smo izbrali 
glede na položaj na Bland-Altmanovih diagramih in se osredotočili na meritve, ki se 
nahajajo izven limit ujemanja, poleg teh pa tudi na nekatere vzorce, ki se še nahajajo 
znotraj limit ujemanja, vendar so odstopanja večja kot pri ostalih vzorcih. Za vsak vzorec, 
pri katerem je bilo neujemanje med metodama veliko, smo pogledali izpise na 
hematološkem analizatorju, zanimali pa so nas predvsem WPC diagrami, ki prikazujejo 
populacije XN-HPC. Programska oprema analizatorja populacijo XN-HPC zameji in 
določi na osnovi položaja celic na tridimenzionalnem diagramu (Slika 16), med rezultati 
analizatorja pa imamo vpogled le v dvodimenzionalni diagram WPC. Kljub temu lahko 
tudi na osnovi dvodimenzionalnih diagramov v nekaterih primerih sklepamo, da rezultat 





Slika 16: Tridimenzionalni diagram celic, analiziranih s hematološkim analizatorjem 
(prirejeno po 17). 
(FSC – prednje sipanje svetlobe; SFL – intenziteta fluorescence; SSC –stransko sipanje 
svetlobe) 
 
Pri večini primerov odstopajočih vzorcev nismo opazili posebnosti, ki bi nakazovale na 
napako v določanju XN-HPC. Smo pa pri nekaterih diagramih opazili odstopanja od 
značilnega videza diagramov WPC oziroma značilne lokacije populacij na diagramu, 
zaradi katerih lahko sklepamo, da je analizator napačno zamejil populacije XN-HPC. V 
nadaljevanju so za vsako skupino vzorcev predstavljeni najprej WPC diagrami vzorcev, pri 
katerih sta se metodi zelo dobro ujemali, nato pa primeri odstopanja od značilnih 
diagramov.  
Opazili smo tudi, da se med vzorci, pri katerih rezultati obeh metod odstopajo, večkrat 
pojavljajo različni vzorci istih bolnikov. Večinoma sta na Bland-Altmanovih diagramih 
odstopajoča oba vzorca istega bolnika iz istega dne, torej jutranji vzorec venske krvi in 
popoldanski vzorec svežega koncentrata. V enem primeru pa so pri istem bolniku odstopali 
jutranji in popoldanski vzorec iz istega dne ter jutranji vzorec, analiziran naslednji dan. 
Natančnih vzrokov za odstopanja teh vzorcev nismo našli, gre pa morda za bolnike, ki 




4.5.1 Odstopanja pri vzorcih venske krvi 
Pri vzorcih venske krvi (skupno 103 meritve) odstopa za ± 1,96 SD ali več od povprečne 
razlike sedem meritev koncentracij (6,80 % meritev) in osem meritev deležev KMC 
(7,77 % meritev). Med slednjimi so trije vzorci s koncentracijo levkocitov manjšo ali 
enako 3 × 10
9
/L. Populacije na diagramih odstopajočih vzorcev smo primerjali s 
populacijami vzorcev, pri katerih se meritvi med obema metodama dobro ujemata 
(Slika 17), saj pri teh diagramih vidimo značilne položaje populacij celic.  
 
 
Slika 17: WPC diagram vzorca venske krvi, pri katerem se rezultata analize z obema 
metodama zelo dobro ujemata. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično. 
 
Pri vzorcih venske krvi smo opazili dva primera odstopanj. V obeh primerih je bila 
izmerjena koncentracija XN-HPC previsoka v primerjavi s pretočno citometrijo. V prvem 
primeru (Slika 18A) na diagramu WPC ne vidimo značilnih populacij levkocitov, prav tako 
se tudi populacija XN-HPC ne nahaja na značilnem področju. Iz tega lahko sklepamo, da 
so rezultati določanja XN-HPC previsoki. V drugem primeru (Slika 18B) sega populacija 
XN-HPC v spodnjem delu v območje ostalih levkocitov, zato lahko tudi v tem primeru 





Slika 18: WPC diagrama vzorcev venske krvi, pri katerih se rezultata analize z obema 
metodama ne ujemata dobro. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično. 
 
4.5.2 Odstopanja pri vzorcih svežih koncentratov 
Pri vzorcih svežih koncentratov odstopajo za ± 1,96 SD ali več od povprečne razlike štiri 
meritve koncentracij (7,14 % meritev) in štiri meritve deležev KMC (7,14 % meritev) od 
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skupno 56 analiz vzorcev svežih koncentratov. Pri vzorcih koncentratov so koncentracije 
celic v vzorcih veliko večje kot v vzorcih venske krvi. Zaradi velike količine celic verjetno 
pride do prekrivanja populacij in analizator težje pravilno zameji populacijo XN-HPC. 
Tudi na diagramih vzorcev, kjer je ujemanje med metodama dobro (Slika 19), lahko 
vidimo, da se populacije levkocitov bolj prekrivajo kot pri vzorcih venske krvi.  
 
 
Slika 19: WPC diagram vzorca svežega koncentrata, pri katerem se rezultata analize z 
obema metodama zelo dobro ujemata. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično. 
 
Pri vzorcih svežih koncentratov smo opazili dva primera odstopanj. V prvem primeru 
(Slika 20A) je izmerjena količina XN-HPC previsoka. Na diagramu vidimo, da spodnji del 
populacije XN-HPC sega v področje ostalih levkocitov, zaradi česar lahko sklepamo, da je 
rezultat XN-HPC previsok. V drugem primeru (Slika 20B) je izmerjena količina XN-HPC 
prenizka. Spodnji del populacije XN-HPC je na diagramu ostro odrezan in lahko sklepamo, 





Slika 20: WPC diagrama vzorcev svežih koncentratov, pri katerih se rezultata analize z 
obema metodama ne ujemata dobro. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično. 
 
4.5.3 Odstopanja pri vzorcih zamrznjenih koncentratov 
Pri vzorcih zamrznjenih koncentratov odstopa za ± 1,96 SD ali več od povprečne razlike 
ena meritev koncentracij (5,00 % meritev) in ena meritev deležev KMC (5,00 % meritev) 
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od skupno 20 analiz vzorcev zamrznjenih koncentratov. Tudi vzorci zamrznjenih 
koncentratov vsebujejo večje količine celic v primerjavi z vzorci venske krvi, poleg tega pa 
vsebujejo tudi večje količine mrtvih celic in celičnih ostankov. Slednje je verjetno vzrok za 
spremenjen položaj celičnih populacij na diagramu WPC in analizator težje zameji in 
določi populacijo XN-HPC. Spremenjen položaj celičnih populacij vidimo tudi na 
diagramih vzorcev, kjer se rezultati meritev z obema metodama dobro ujemajo (Slika 21).  
 
 
Slika 21: WPC diagram vzorca zamrznjenega koncentrata, pri katerem se rezultata analize 
z obema metodama zelo dobro ujemata. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično. 
 
V primeru odstopanja pri vzorcih zamrznjenih koncentratov so izmerjene vrednosti 
XN-HPC prenizke. Na diagramu (Slika 22) opazimo, da je populacija XN-HPC na 
spodnjem delu ostro odrezana in lahko sklepamo, da je to vzrok za določitev prenizke 





Slika 22: WPC diagram vzorca zamrznjenega koncentrata, pri katerem se rezultata analize 
z obema metodama ne ujemata dobro. Populacija XN-HPC je obarvana vijolično.  
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5 SKLEP  
 
V vzorcih venske krvi bi analiza XN-HPC s hematološkim analizatorjem v večini primerov 
lahko nadomestila analize s pretočnim citometrom za napoved optimalnega časa začetka 
afereze. Metodi se dobro ujemata v območju koncentracij KMC, pri katerih se odločamo o 
začetku afereze. Vendar moramo upoštevati tudi povprečno razliko med metodama, ki 
nakazuje, da so rezultati analiz s hematološkim analizatorjem v povprečju višji kot rezultati 
analiz s pretočnim citometrom (za 7,23 × 10
6
/L). Zato predlagamo, da se na osnovi analiz s 
hematološkim analizatorjem odločimo za začetek afereze pri nekoliko višjih 
koncentracijah XN-HPC, na primer 25 × 10
6
/L. V primeru nižjih izmerjenih vrednosti 
XN-HPC dodatno opravimo analizo s pretočnim citometrom in se na osnovi tega rezultata 
odločimo za začetek afereze. Pri vzorcih z visokimi koncentracijami KMC (nad 
50 × 10
6
/L) je ujemanje med metodama slabše, kar pa ne vpliva na klinične odločitve. 
Zaradi dovolj visoke koncentracije KMC se pri teh vzorcih pravilno odločimo za začetek 
afereze. Metodi se zelo dobro ujemata tudi pri analizah vzorcev svežih koncentratov. Kljub 
temu vzorce svežih koncentratov vedno analiziramo s pretočnim citometrom, saj gre za 
vrednosti, ki so ključne za uspešnost presaditve KMC.  
Na osnovi rezultatov analiz venske krvi in svežih koncentratov bi lahko določili še dva 
koeficienta korelacije, ki ju navajajo nekateri viri. Določili bi lahko korelacijo med 
vrednostmi CD34+ celic v vzorcih venske krvi in svežih koncentratov ter korelacijo med 
vrednostmi XN-HPC v vzorcih venske krvi in vrednostmi CD34+ celic v vzorcih svežih 
koncentratov. Primerjava korelacij bi pokazala, kako dobro lahko z analizo venske krvi s 
hematološkim analizatorjem napovemo količino zbranih celic v končnem pripravku 
afereze v primerjavi z analizo venske krvi s pretočnim citometrom.  
Nezadostno ujemanje med metodama smo opazili pri vzorcih venske krvi z zelo nizkimi 
koncentracijami levkocitov (do 3 × 10
9
/L). Pri večini teh vzorcev zgolj na osnovi 
rezultatov analiz s hematološkim analizatorjem ne moremo zanesljivo napovedati količine 
KMC v koncentratu, torej se ne moremo pravilno odločiti o začetku afereze. Kljub temu bi 
z uvedbo določanja XN-HPC v kombinaciji s pretočno citometrijo pri posameznikih lahko 
izboljšali postopek zbiranja KMC. Rezultati so pokazali, da bi s hematološkim 




vzorcev, pri katerih so vrednosti KMC dovolj visoke za začetek afereze, torej bi se vsaj pri 
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nekaterih bolnikih lahko bolj pravilno odločili za začetek afereze in s tem pospešili 
postopek zbiranja KMC. Določanje XN-HPC bi lahko izvajali pri vseh vzorcih z nizkimi 
koncentracijami levkocitov in se v primeru povišanega deleža XN-HPC odločili za 
nadaljnjo analizo na pretočnem citometru. S pretočno citometrijo bi potrdili, ali je količina 
KMC resnično dovolj visoka za začetek afereze ali so bili rezultati hematološkega 
analizatorja lažno previsoki, in se na osnovi teh meritev odločali o začetku afereze. 
Korelacija in ujemanje med metodama sta najslabša pri vzorcih zamrznjenih koncentratov. 
Pri teh vzorcih ne moremo zanesljivo določiti količine KMC s hematološkim 
analizatorjem, zato je potrebna določitev s pretočnim citometrom. V obeh primerih 
neujemanja med metodama, pri vzorcih z nizkimi koncentracijami levkocitov in pri 
vzorcih zamrznjenih koncentratov, smo imeli na voljo omejeno količino vzorcev. Za bolj 
zanesljive rezultate in zaključke bi morali analizirali večje število vzorcev.  
Za širšo uporabnost analizatorja, ne le v primeru presaditev KMC iz venske krvi, bi bilo 
potrebno oceniti ujemanje med metodama tudi pri določanju KMC v ostalih vrstah 
vzorcev, na primer v vzorcih kostnega mozga in popkovnične krvi. Če bi rezultati pokazali 
dovolj dobro ujemanje med metodama pri določanju KMC v vzorcih kostnega mozga, bi 
hematološki analizator lahko uporabljali za določanje KMC med postopkom odvzema 
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